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Hinterqrund der Erfinduna 

Im Verlauf der chemischen Synthese multifunktioneller Ver- 
bindungen ist es haufig erforderlich, Schutzgruppen einzu- 
setzen, so daS selektive chemische Urawandlungen durchgeftihrt 
werden konnen. Idealerweise sollte eine Schutzgruppe einen 
einfachen und wirkungsvollen Schutz und eine nachfolgende 
Wiederherstellung einer funktionellen Gruppe an einer ent- 
schutzten Verbindung gewahrleisten. Schutzgruppen, die die 
funktionelle Gruppe irreversibel verandern konnen, sollten 
vermieden werden . Paruber hinaus sollten die Produkte auch 
von Nebenprodukten, die wahrend der Synthese und wahrend der 
Abspaltung der Schutzgruppe gebildet werden, ohne Schwierig- 
keiten gereinigt werden konnen. 

Triphenylchlormethan (auch bekannt als Triphenylmethylchlo- 
rid und Tritylchlorid) und verwandte Derivate werden seit 
langem zum Schutz von Hydroxylgruppen, Aminogruppen und 
Thiolgruppen verwendet (vgl . t.W. Greene, "Protecting Groups 
in Organic Synthesis", John Wiley and Sons, NY (1981)) . Das 
Triphenylmethylkation ist ein sterisch gehindertes Elektro- 
phil. Diese Eigenschaft bedingt, daS sich die Tritylhaloge- 
nidspezies vorzugsweise mit weniger gehinderten Nucleophilen 
umsetzen laSt. Bei der Oligonucleotidsynthese werden im all- 
gemeinen zum regioselektiven Schutz der 5 • -Hydroxyl gruppe 
des Ribonucleosids und der 2 • -Desoxyribonucleosidmonomere 
4 , 4 • -Dimethoxytriphenylmethyl- (4,4' -dimethoxytrityl) gruppen 
\md die damit verwandten 9-Phenylxanthen-9-yl-gruppen (be- 
kannter unter dem Namen Pixylgruppen) verwendet. 

Eigenschaften, wie eine bevorzugte Saurelabilitat , ein hy- 
drophober Charakter und eine 5 ' -Regioselektivitat , bedingen, 
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daS diese beiden Triphenylmethylderivate die S chut zgruppen 
der Wahl bei der Oligonucleotidsynthese sind. 

Zur Erhohung der. Saurelabilitat der Triphenylmethylschutz- 
gruppe bedient man sich im allgemeinen einer Alkoxysubstitu- 
tion an den Phenylringen. Detaillierte Untersuchungen von 
Tritylderivaten und den Einflussen von Substituenten auf die 
Saurelabilitat wurden durchgefiihrt (A. Taunton-Rigby et al., 
J. Org. Chem. ^7 :956-964 (1972)). Eine geeignete Substitu- 
tion liefert die 4 , 4 ' -Dimethoxytriphenylmethylgruppe und die 
9-Phenylxanthen-9-yl-gruppe, die eine optiniale Saurelabili- 
tat fur gegenwartige Oligonucleotidsyntheseanwendungen be- 
sitzen. Daruber hinaus wurden mehrere saurestabile Tritylde- 
rivate, die den gewunschten hydrophoben Charakter und die 
5 ' -Regioselektivitat beibehalten, hergestellt. Beispiele 
hierfur sind 4, 4 • , 4»-Tris (4, 5-dichlorphthalimido) -trityl (M. 
Sekine und T. Hata, J. Am. (-h em. Soc. mg :^.^ (1984));' 
4,4' ,4" -Tris(levulinyloxy) trityl (M. Sekine und T. Hata, 
Bull. Chem. Soc. Jpn , , RR .-336-339 (1985)), 4- (9-Fluorenyl- 
methyloxycarbonyl)oxy-4',4»-dimethoxytrityl (E. Happ und 
C.S. Happ, Nucleosides and N ucleotide 7 -Rn-oK (1988)) und 
4- (9-Fluorenylmethyloxycarbonyl) amino-4 ' , 4" -dimethoxytrityl 
(aaO) . Alle diese Verbindungen sind substituierte Triphenyl- 
methylderivate mit einer oder mehreren geschutzten Phenol - 
oder exocyclischen Aminogruppen . Wahrend die Phenol- oder 
exocyclische (n) Aminogruppe (n) geschutzt bleibt (bleiben) , 
ist die Trityletherbindung gegeniiber sauren Bedingungen 
ziemlich stabil. Bei Hydrazinolyse der Levuliny Is chut zgrup- 
pen, Hydrazinolyse der 4, 5-Dichlorphthalimidoschutzgruppen 
Oder alkalikatalysierter beta-Eliminierung der 9-Fluorenyl- 
methyloxycarbonyl(Fmoc)-gruppe werden alle phenolischen 
Gruppen oder exocyclischen Aminogruppen regeneriert. Die 
Etherbindung der erhaltenen Tritylspezies kann anschlieSend 
mit einer schwachen Saure rasch gespalten werden. Trityl - 
derivate, die bisher beschrieben wurden, dienten streng als 
Schutzgruppen mit unublichen Labilitatseigenschaf ten. 



3 



10 



Als Werkzeuge fur eine af f initatschromatographische Reini- 
gung von Oligonucleotiden wurden Triphenylmethylschutzgrup- 
pen mit langkettigen Alkylsubstituenten hergestellt (H. Se- 
liger und H.H. Gortz, Ancrewandte ChemiP 97 -7 no (1981) ; H. 
Seliger und H.H. Gortz, Anoewanrite Chemie inter. Ed. Enal . 
20:683 (1981); M. Kwiatkoswki et al . , Acta. Chem. Scanrl . 
B3_8.:657 (1984); G. Schmidt et al . , Nucleosides and Nurl^n- 
tides 7 :795-799 (1988)). Durch Einfuhren von Triphenylme- 
thylschutzgruppen mit langkettigen Alkylsubstituenten in das 
5 • -Hydroxy lende von Oligodesoxynucleotiden kann eine starke- 
re Affinitat der die vollstandige Lange aufweisenden DNA- 
Produkte fur hydrophobe chromatographische Trager erreicht 
werden. Derartige Derivate eignen sich insbesondere zur Rei- 
15 nigung von Oligonucleotiden mit einer Lange von mehr als 60 
Nucleotiden. Die Herstellung von mit langkettigen Alkylgrup- 
pen substituierten Triphenylmethylderivaten und der vier ge- 
eignet geschiitzten synthetischen Monomere ist schwierig und 
arbeitsintensiv. Diese Monomere werden fur eine einzelne 
Kondensationsreaktion bei einer Oligonucleotidsynthese ver- 
wendet . 
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In jungster Zeit wurde die nichtisotopische Markierung von 
Oligodesoxynucleotiden unter Verwendung von Biotin und Fluo- 

25 rophoren zum Nachweis von auf festen Tragern immobilisierter 
• DNA (S. Beck et al., Nucl. Acids Res. 17 . mi g-m (1989) ; 
T. Takahashi et al., Anal. Biochem. 179 -77-flg (1989)); zur 
Immobilisierung von DNA an festen Tragern (A; Syvanen et 
al " Nucl, Acids Res. 16 :11327-11338 (1988); R.W. Richardson 

30 und R.I. Gumport, Nucl. Ac ids Res. n rfi-ifi7-fiiQA (1933) ) . zur 
Affinitat sreinigung von DNA (L.G. Mitchell und C.R. Merril, 
Anal. Biochem. 178 , 239-242. (1989); B.A. Dawson et al . , J, 
Biol. Chem. 264 , 12830-12837 (1989)) und/oder zur Seguenzie- 
rung von DNA (Beck, aaO; Mitchell et al . , aaO; L.M. Smith, 

35 Nature 321 :674-679 (1986)) stetig geeigneter. Biotin und 

Fluorophore wurden itn Rahmen zahlreicher chemischer Verfah- 



ren in synthetische Nucleinsauref ragmente eingebaut (S. 
Agrawal et al . , Nucl . Acids Res. 14 « G227-cm* (1986), A.C. 
Forster et al . , Nucl. Acids Res. 13 -74^7fii (1985) ; J.M. 
Coull et al., Tett. Lett. 27 ; 3991-3994 (1986); K.J. Gibson 
und S.J. Benkovic, Nucl. Acids Res. l5 :6455-fi4fi7 (1987)). 

Ein chemischer Zusaramenbau von Oligonucleotiden ist gut un- 
tersucht und wurde im Rahmen eines Phosphodiester- , Phospho- 
triester-, Phosphoramidat- , Phosphoramidit- und H-Phospho- 
natverfahrens durchgefiihrt (vgl. M.J. Gait, Oligonucleotide 
Synthesis, A Pr actical Approach . IRL Press Inc., Oxford, 
England).. Die ublichste MaEnahme, mit der Oligonucleotide 
hergestellt werden, ist die Festphasensynthese unter Verwen- 
dung der 2-Cyanoethylphosphoramidite (N.D. Sinha et al . , 
Nucleic Acids Res earch, 12 :4539-4557 (1984) und US-A-4 725 
677, der Millipore Corporation) . Zur Markierung von DNA wur- 
den verschiedene geeignet geschutzte Aminogruppen enthalten- 
de Nucleosidderivate (J. Haralambidis et al., Nucl. Acids 
Res. 15:4857-4876 (1987); K.J. Gibson aaO, L.M. Smith et 
al -< Nucl. Acids Res. 13: 2399-2412 (1985)), thiolgruppen- 
haltige Nucleosidderivate (B.S. Sproat et al . , Nucl. Acids 
Res. 15:4837-4848 (1987)) und 5 < - terminale Linker (S . Agra- 
wal, aaO; J.M . Coull et al., aaO; B.A. Connolly, Nucl. Acids 
Res. 15:3131-3139 (1987); R. Blanks und L.M. McLaughlin, 
Nucl. Acids Res. 16:2659-2669 (1988); B.A. Connolly und P. 
Ridge, Nucl. Ac ids Res. 13 :4485-4^0? (1985)) hergestellt. 
Alle diese Synthone werden wahrend eines chemischen Zusam- 
menbaus ohne Schwierigkeiten in Oligodesoxynucleotide einge- 
baut. Alle diese Linker konnen zur Einfuhrung einer Markie- 
rung in das Oligonucleotid weiter umgesetzt werden. Die Lin- 
ker konnen jedoch nicht unter Bildung eines naturlichen 
(nicht modif izierten) Oligonucleotids entfernt werden. 

Ein zur exponentiellen in vitro Vermehrung einer Nucleinsau- 
resequenz verwendetes Verf ahren ist die Polymeraseketten- 
reaktion (PCR) (US-A-4 683 202 der Cetus Corporation) . Das 
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Verfahren bedient sich zweier kurzer Oligonucleotidpriraer, 
die zu verschiedenen Strangen einer DNA-Matrize komplementar 
sind und den zur vervielf altigenden Bereich der Nucleinsau- 
resequenz flankieren. Dnter Verwendung einer thermostabilen 
DNA-Polymerase und wiederholter Zyklen einer Matrizendenatu- 
rierung, einer Primeranhybridisierung und Primerextension 
ist es moglich, rasch groSe Mengen einer def inierten Nuc- 
leinsaureseguenz aus einigen oder sogar einer einzigen Ma- 
trizenkopie herzustellen. Die flankierenden Seguenzen mussen 
jedoch zuerst bestimmt werden, um komplementare Primer her- 
zustellen. 

Bei der PCR verwendete Primer werden in das 5 • -Hydroxylende 
der vermehrten Produkte eingebaut . Wenn einer oder beide 
Primer in einer Weise markiert sind, daS sie eine Primeran- 
hybridisierung und Primerextension nicht storen, ist es un- 
vermeidbar, da£ das vermehrte Produkt die Markierung ent- 
halt. Es ware Wunschenswert , Oligonucleotidprimer chemisch 
zusammenzufugen, in denen die Markierung spater unter Bil- 
dung einer nicht modif izierten DNA entfernt werden kann. 

Die Immobilisierung von durch PCR vermehrten Produkten an 
einem festen Trager wurde unter Verwendung von mit Biotin 
markiert en Primem und eines Streptavidinagarosetragers 
durchgefuhrt (L.G. Mitchell et al., Anal. Biorh^m i7« o7 Q . 
242 (1989)) . Wenn ein einzelner markierter Primer verwendet 
wird, war es moglich, das immobilisierte doppelstrangige 
Produkt zu denaturieren und die aus dem nichtmarkierten Pri- 
mer hervorgegangene einzelstirangige Sequenz zu isolieren. 
Die Affinitat des Biotin/Streptavidin-Komplexes ist jedoch 
so groS (es wird berichtet , dafi der K d -Wert 10"15 betragt) , 
daE es im wesentlichen unmfiglich ist, den mit Biotin mar- 
kierten Strang von dem Trager zu entfernen. Dadurch wird die 
Isolierung des doppelstrangigen Produkts gestort. Daruber 
hinaus ware es auf der Basis der durch die gegenwartige 
Oligonucleotidsynthese und die Chemie der Markierung ge- 
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schaffenen Beschrankungen wunschenswert , ein Verfahren zu 
haben, bei dem Biotin aus der vermehrten DNA abgespalten 
werden kann, so daS das nicht modifizierte doppelstrangige 
Produkt erhalten werden kann. 



Zusatnmenf assuna der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft heterobi- oder oligofunk- 
tionelle Schutzgruppen, bei denen mindestens zwei Funktiona- 
l'itaten regioselektiv oder chemoselektiv an funktionelle 
Gruppen an einem natiirlichen Produkt , Biopolymer oder Syn- 
thon fur ein natiirliches Produkt oder Biopolymer, beispiels- 
weise ein Oligonucleotid, eine Nucleinsaure, ein Nucleosid, 
15 ein Nucleotid, eine Aminosaure, Monosaccharide, Oligosaccha- 
ride, Peptide; Proteine, Kohlenhydrate, Lipide, Steroide 
oder Alkaloide, binden konnen. Die Schutzgruppen lief em ein 
Mittel, urn reversibel eine modif izierende Gruppe an das na- 
tiirliche Produkt, Biopolymer oder Synthon zu binden. Das 
2 0 Biopolymer, natiirliche Produkt oder Synthon kann durch ein- 
faches Entfernen der Schutzgruppe in der ursprunglichen Form 
regeneriert werden. Im allgemeinen umfaSt die Schutzgruppe 
eine regioselektive Oder chembselektive Funktionalitat und 
eine oder mehrere weitere Funktionalitaten, die an eine mo- 
25 dif izierende Einheit, die unter einer nachweisbaren Markie- 
rung, einem biologisch aktiven Molekul oder einer Verbindung 
zur Unterstiitzung bei der Reinigung des natiirlichen Pro- 
dukt s, Biopolymers oder Synthons ausgewahlt ist, binden kon- 
nen, wobei gilt, daS die Funktionalitat keine Phenol (hydro- 
30 xyl) gruppe oder Arylaminogruppe ist und die modif izierende 
Einheit keine 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-, Levulino- 
yl- oder 4, 5-Dichlorphthalimidogruppe ist. Vorzugsweise ist 
die Schutzgruppe ein Triphenylmethylderivat , beispielsweise 
4,4' -Dimethoxytriphenylmethyl oder Pixyl . 

35 
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Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein reversibel modi- 
fiziertes naturliches Produkt, Biopolymer oder Synthon, das 
durch die folgende Formel dargestellt werden kann: 



L-P-C* 
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worin C* fur ein naturliches Produkt, Biopolymer oder 
Synthon fur ein Biopolymer oder ein naturliches Produkt 
steht, P eine an eine funktionelle Gruppe von C* gebun- 
dene Schutzgruppe, die von der geschiitzten funktionel- • 
len Gruppe unter derartigen Bedingungen, daS die funk- 
tionelle Gruppe regeneriert wird, entfernt werden kann, 
bedeutet und L eine Funktionalitat zur Bindung einer 
modifizierenden Einheit an P bedeutet, wobei gilt, dag 
15 L nicht fur eine Phenol (hydroxyl) gruppe oder eine 

Arylaminogruppe steht. 

Die heterobi- oder oligofunktionellen Schutzgruppen der vor- 
iiegenden Erfindung konnen als Trager zur reversiblen Bin- 
dung eines natvirlichen Produkts, Biopolymers oder Synthons 
an der modifizierenden Einheit verwendet werden. Obwohl eine 
Oder raehrere Funktionalitaten an C* durch P geschutzt wer- 
den, lassen sich die verschiedensten chemischen Manipulatio- 
nen durchfiihren. Beispielsweise konnen einzelstrangige und 
doppelstrangige Nucleinsauren gereinigt und nachfolgend in 
ihrer naturlichen Form isoliert werden. In ahnlicher Weise 
konnen verschiedene naturliche Produkte gleichzeitig mit 
Hilfe der hier beschriebenen Verfahren und Verbindungen von- 
einander gereinigt und getrennt werden. In einer Ausfuh- 
3 0 rungsform konnen modifizierte Oligonucleotide als Primer fur 
Polymerasekettenreaktionen verwendet werden. 

Kurze Be schreibuna der Zeichnunqen 
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Es zeigen: 
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Fig. 1 eine schematische Darstellung der Synthese einer 
modifizierten Triphenylmethylschutzgruppe und eines damit 
geschutzten Nucleosids; 

Fig. 2 eine Hochleistungsf lussigkeitschromatographie (HPLC) - 
Analyse eines rohen, teilweise geschutzten, mit Fluorescin 
markierten Polymerasekettenreaktion (PCR) -Primers 1; 

Fig. 3 eine Umkehrphasen-HPLC -Analyse eines Rohgemisches mit 
sieben teilweise geschutzten Oligonucleotiden und 

Fig. 4 ein mit Ethidiumbromid angefarbtes Elektrophoresegel , 
das aus der Analyse verschiedener Proben erhalten wird. 

Detaillierte B eschreibuna der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verbindungen, die sowohl 
als Schutzgruppe zum Schutz einer funktionellen Gruppe an 
einem naturlichen Produkt, Biopolymer Oder Synthon fur ein 
naturliches Produkt oder Biopolymer als auch als Verbin- 
dungsgruppe zum Binden einer modif izierenden Einheit daran 
dienen-. Die erf indungsgemagen Verbindungen sind heterobi- 
oder oligofunktionelle Schutzgruppen, bei denen mindestens 
eine Funktionalitat regioselektiv oder chemoselektiv an eine 
funktionelle Gruppe des naturlichen Produkts, Biopolymers 
oder Synthons bindet. Sie konnen jedoch von der geschutzten 
funktionellen Gruppe unter derartigen Bedingungen entfemt 
werden, daS die urspriingliche funktionelle Gruppe regene- ' 
riert wird. 

Heterobi- oder oligofunktionelle Schutzgruppen lassen sich 
durch die Formel L-P, worin P fur eine Schutzgruppe zum 
Schutz einer funktionellen Gruppe an dem naturlichen Pro- 
dukt, Biopolymer oder Synthon steht, darstellen. Beispiels- 
weise kann P zum Schutz von Hydroxyl-, Amino- oder Thiol- 



funktionalitaten verwendet werden. Die Schutzgruppe kann von 
der geschutzten funktionellen Gruppe unter derartigen Bedin- 
gungen entfernt werden, daS die ursprungliche funktionelle 
Gruppe regeneriert wird. Vorzugsweise ist P eine regioselek- 
tive Schutzgruppe, beispielsweise eine Trityl-, 4-Monometh- 
oxytrityl-, 4, 4 ' -Dimethoxy trityl- oder Pixylgruppe. Es kon- 
nen jedoch auch in Abhangigkeit von der Funktionalitat am 
natiirlichen Produkt, Biopolymer oder Synthon, das geschutzt 
werden soil, andere Schutzgruppen verwendet werden. P kann 
auch Benzyl, beispielsweise Methoxybenzyl , Nitrobenzyl, Alk- 
oxybenzyl, Dialkoxybenzyl, Benzyloxycarbonyl , beispielsweise 
Methoxybenzyloxycarbonyl, Benzyl oxyme thy 1, beispielsweise 
Nitrobenzyloxymethyl, Methoxybenzyloxymethyl, Alkoxycarbo- 
nyl, beispielsweise tert . -Butoxycarbonyl ; Alkoxymethyl , bei- 
spielsweise Methoxymethyl , Alkylsilyl, beispielsweise tert . - 
Butyldimethylsilyl, Arylsilyl, beispielsweise Triphenylsi- 
lyl, Benzoyl, beispielsweise Nitrobenzoyl , Alkoxybenzoyl, 
Phenoxyacetyl oder Alkoxyacetyl . sein. Jede dieser Schutz- 
gruppen kann substituiert sein. Beispielsweise ist eine be- 
vorzugte Schutzgruppe zur Peptidsynthese 9-Fluorenylmethyl- 
oxycarbonyl . 

L ist eine Funktionalitat an der Schutzgruppe zur Bindung 
oder Verkniipfung einer modif izierenden Einheit damit, wobei 
gilt, dafi L nicht fur eine Phenyl (hydroxy 1) gruppe oder eine 
Arylaminogruppe steht. An dieser Stelle konnen eine Reak- 
tion, Verlangerung, der Einbau einer weiteren funktionellen 
Gruppe oder eine Markierung durchgefiihrt werden, da L eine 
reaktive Gruppe ist. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch reversibel modif i- 
zierte naturliche Produkte, Biopolymere oder Synthone, die 
durch die folgende Formel dargestellt werden konnen: 
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worin C* fur ein synthetisches Biopolymer, Synthon, naturli- 
ches Produkt oder irgendeine Modif ikation hiervon steht. C* 
kann auch ein Nucleosid, Nucleotid, Oligonucleotid, eine 
Nucleinsaure, ein Aminosaurepeptid, Protein, Monosaccharid, 
Oligosaccharid, Kohlenhydrat, Steroid, Lipid oder Alkaloid 
sein. Ein Anfugen einer modif izierenden Einheit an L fuhrt 
zu einer Verbindung, die durch die folgende Formel M-L-P-c* 
mit M gleich der modif izierenden Einheit dargestellt werden 
kann. Wenn das Produkt M-L-P-C* Bedingungen unterworfen 
wird, die sich zur Entfernung der Schutzgruppe eignen, wird 
die ursprungliche entschiitzte funktionelle Gruppe der Ver- 
bindung C* zusammen mit dem Nebenprodukt M-L-P erzeugt. 

Die modif izierende Einheif M stellt entweder die ursprung- • 
liche modif izierende Einheit oder irgendeine Modifikation 
hiervon dar. M kann ein Mittel zum Nachweis und/oder zur 
Reinigung von C* beispielsweise durch Affinitats- oder 
Nichtaffinitatsreinigungsverfahren sein. M kann auch als ein 
Mittel zum Anheften von C* an einen festen Trager sein. 
Folglich kann M eine Alkyleinheit , eine Hydroxyalkyl einheit, 
eine Carboxyalkyleinheit , eine Aminoalkyleinheit ,. eine Thio- 
alkyleinheit, eine nachweisbare Markierung, beispielsweise 
ein Radioisotop, Fluorophor, eine lumineszente Verbindung, 
eine chemilumineszente Verbindung oder Biotin, ein Affini- 
tats- oder Reinigungshilfsmittel, beispielsweise lange Al- 
kylketten, Polymere oder biologische Molekule, ein biolo- 
gisch aktives Molekul, beispielsweise ein Peptid, ein Pro- 
tein, ein Nucleosid, ein Nucleotid, ein Oligonucleotid, eine 
Nucleinsaure, ein Zuckermolekul , ein Oligosaccharid, ein 
Kohlenhydrat, eine Steroid, ein Lipid oder Alkaloid, oder 
ein Polymer sein, wobei gilt, daE M nicht fur eine 9-Fluor- 
enylmethoxycarbonyl (Fmoc)-, Levulinoyl- oder 4,5 -Dichlor- 
phthalimidogruppe steht. Wenn M beispielsweise eine nach- 
weisbare Markierung ist, ist es moglich, den Komplex M-L-P- 
C* durch geeignete Mafinahmen nachzuweisen. Eine Entschutzung 
fuhrt zur Wiedererzeugung der Verbindung C* und des markier- 
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ten Nebenprodukts M-L-P. Eine Entfernung der Schutzgruppe 
kann gegebenenfalls nach der Trennung, Isolierung, dem Nach- 
weis und/oder der Reinigung des Komplexes durchgefuhrt wer- 



den. 



Wenn M eine Verbindung zur Unterstutzung bei der Reinigung 
oder Immobilisierung von C*, beispielsweise ein Reinigungs- 
oder Affinitatshilfsmittel, ist, ist es moglich, den Komplex 
M-L-P-c* uber einen festen Trager zu fuhren, urn den Komplex 
am Trager zum Zwecke einer Immobilisierung und/oder Reini- 
gung selektiv zu adsorbieren oder covalent zu binden. Im 
Falle, daS der Komplex M-L-P-C* vom Tracer eluiert werden 
kann, ist es moglich, das gereinigte Produkt zu sammeln. 
Eine Entfernung der Schutzgruppe unter im Vorhinein defi- 
nierten- Bedingungen liefert C* und das Nebenprodukt M-L-P. 
Wenn der Komplex M-L-P-C* uber die modif izierende EinheitM 
f est am Trager immobilisiert wird, laSt sich die neue Spe- 
zies als S-M-L-P-C* definieren,- wobei S der Trager ist. C* 
kann anschliefiend vom Nebenprodukt S-M-L-P unter zur Entfer- 
nung der Schutzgruppe bekannten Bedingungen, beispielsweise 
durch Saurebehandlung, abgetrennt werden. 

Eine oder mehrere chemische oder enzymat'ische Manipulationen 
der Verbindung C* des Komplexes M-L-P-C* konnen durchgefuhrt 
werden, urn eine als C* definierte modifizierte Verbindung 
herzustellen. Obwohl C* zuvor so definiert wurde, daE sie 
modifizierende Versionen von C* umfafit, steht zur Veran- 
schaulichung C*' fiir eine oder mehrere Modif ikationen. Der 
erhaltene Komplex, der ais M-L-P-C*' definiert ist, verraag 
C*' und ein Nebenprodukt M-L-P zu bilden, wenn der Komplex 
Bedingungen ausgesetzt wird, die ausreichen, urn die Schutz- 
gruppe zu entfernen. In ahnlicher Weise konnen eine oder 
mehrere chemische oder enzymatische Manipulationen an M im 
Komplex M-L-P-C* durchgefuhrt werden. Derartige Manipulatio- 
nen konnen vor oder nach einer chemischen oder enzymatischen 
Manipulation von C* durchgefuhrt werden. In ahnlicher Weise 



12 



10 



15 



20 



25 



30 



•kann m-l-p aus C* oder C* • unter zur Entfernung der Schutz- 
gruppe geeigneten Bedingungen entfernt werden. 

Eine bevorzugte Schutzgruppe 1st ein Triphenylmethylderivat, 
das derart .modif iziert ist, dafi es an C* zum Schutz dessel-' 
ben und an eine modif izierende Einheit, beispielsweise eine 
Markierung, an einer oder mehreren weiteren funktionellen 
Gruppen an den Phenyl einheit en zu binden vermag. Im allge- 
meinen werden heterobi- oder oligofunktionelle Triphenylme- 
thylschutzgruppen der vorliegenden Erfindung durch die fol- 
gende Pormel dargestellt: 




Wenn C beispielsweise ein Nucleosid, Nucleotid oder Oligo- 
nucleotid ist, kann die Triphenylmethyl schutzgruppe (P) an 
der 5'-Hydroxylgruppe, der Nucleosidbase oder der 3'- 
Hydroxylgruppe an C* gebunden werden. Vorzugsweise wird P an 
der 5 ' -Hydroxylgruppe gebunden. C* kann von dem Komplex an 
der Schutzgruppe abgespalten werden, urn hierbei die 
urspriingliche nicht geschiitzte biologische Verbindung zu 
bilden. Somit konnen biologische Verbindungen von Interesse 
von Markierungen oder anderen modif izierenden Einheiten ent- 
fernt werden, ohne da£ ihre Strukturen infolge des Entfer- 
nungsvorgehens verandert werden. Bevorzugte Triphenylmethyl - 
derivate und Verfahren zur Herstellung derselben sind im 
folgenden detailliert beschrieben. 



In einer Ausfiihrungsf orm wird ein substituiertes Triphenyl- 
hydroxymethylderivat mit einer einzelnen oder mehreren exo- 
35 cyclischen Carbonsaure- , Sulf onsaure- , Cyano-, Nitro- oder 
anderen funktionellen Gruppen der allgemeinen Formel (la) 



i 



13 



hergestellt. In ahnlicher Weise wird ein substituiertes Tri- 
phenylhydroxymethylderivat mit einer einzelnen Oder mehreren 
exocyclischen Alkylcarbonsaure-, Alkylsulfonsaure-, Cyano- 
alkyl-, Nitroalkyl- oder weiteren funktionellen Alkylgruppen 
der allgemeinen Formel (la) hergestellt. 




Ia 

worin A 1 -A 15 gleich oder verschieden sind und unter H, 
R, OR und Z ausgewahlt sind, wpbei gilt, daS raindestens 
eine Gruppe Z vorhanden ist; R fur eine Alkylgruppe mit 
1 bis 20 Kohlenstoffatom(en) , beispielsweise eine Me- 
thyl-, Ethyl-, 2 -Propyl-, Butyl-, tert. -Butyl, 2-Cyano- 
ethyl gruppe, die gegebenenfalls durch ein oder mehrere 
Heteroatome, beispielsweise eine Cyano-, Nitro- oder 
Halogengruppe, substituiert ist oder eine substituierte 
. oder nichtsubstituierte Arylgruppe, beispielsweise Phe- 
nyl -tert . -butylphenylgruppe, steht und Z - (CH 2 ) n C (0) OH, 
-(CH 2 ) n S0 3 H, -<CH 2 ) n N0 2 , -(CH 2 ) n CN, -(CH 2 ) n 0H, - 
(CH 2 ) n NH 2 oder -(CH 2 ) n SH mit n gleich einer ganzen Zahl 
von 0 bis 20 bedeutet, wobei gilt, daS, wenn n gleich 0 
ist, Z fur eine von -OH oder NH 2 verschiedene Gruppe 
steht . 

Ein bevorzugtes Derivat der obigen Verbindung ist die in 
Pig. 1 dargestellte 4 • , 4 " -Dimethoxy triphenylhydroxymethyl - 
verbindung (Verbindung lb) . GemaS Fig. l kann die Verbindung 
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durch Umsetzen .eines Grignard-Reagens (hergestellt aus 2-(4- 
Bromphenyl)-4,4-dimethyl-i,3-oxazolin und Magnesium) mit ei- 
nem substituierten oder nichtsubstituierten Benzophenon un- 
ter Bildung eines substituierten oder nichtsubstituierten 
Triphenylmethylderivats hergestellt werden. Diese Verbindung 
wird anschlieSend nacheinander mit wafiriger Saure, Base und 
Saure unter Bildung der Verbindung lb behandelt. 

Die exocyclische(n) funktionelle (n) Gruppe(n) der Verbindun- 
gen der allgemeinen Formel (la) wird (werden) in eine Ver- 
bindung der allgemeinen Formel (Ila) umgewandelt . In einer 
Ausfuhrungsform wird die exocyclische funktionelle Gruppe in 
eine Verbindung mit einer exocyclischen elektrophilen funk- 
tionellen Gruppe, beispielsweise einen N- Hydroxy sue ciriimi - 
dylester, einen 2-Nitrophenylester, einen 4-Nitrophenyl- 
ester, einen 2 , 4-Dichlorphenylester, einen anderen beliebi- 
gen aktiven Ester, ein Acylhalogenid, ein Acylazolid,. ein 
Alkylhalogenid, ein Sulf onylhalogenid oder irgendein anderes 
beliebiges reaktives Halogenidderivat , umgewandelt. Vorzugs- 
weise ist die Verbindung das in Fig. l dargestellte N- 
Succinimidyl-4- [bis (4-methoxyphenyl) -hydroxymethyl] benzoat 
(lib) . 




Ila 
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worin A^-A'^ gleich oder verschieden sind und unter 
H, R, OR, Z und L ausgewahlt sind, wobei gilt, dafi min- 
destens eine Gruppe L vorhanden ist, R und Z die oben 
angegebene Bedeutung besitzen, L - (CH 2 ) n C(0) W, 

" (CH 2 ) n S0 2 W ' "< CH 2 , n w mit n gieich einer ganzen Zahl 
von 0 bis 20 bedeutet und W unter CI, Br, I, -NCS, 
-NCO, 



Ds D 4 



mit D-^D^ die gleich oder verschieden sind, jeweils gleich 
H, F, CI, Br, I, -N0 2 oder -CN ausgewahlt ist. 

•Anschliefiend kann aus Verbindungen der allgemeinen Formel 
Ha ein substituiertes Triphenylhalogenmethyl- oder Triphe- 
nyltetraf luorboranmethylderivat mit einer oder mehreren exo- 
cyclischen reaktiven Stellen der allgemeinen Formel Ilia 
hergestellt werden. Beispielsweise kann ein Triphenylhalo- 
genmethyl- oder Triphenyltetraf luorboranmethylderivat mit 
raindestens einer weiteren exocyclischen elektrophilen funk- 
tionellen Gruppe hergestellt werden. Diese Verbindungen sind 
regioselektive dielektrophile Triphenylmethylderivate . Be- 
vorzugte exocyclische elektrophile funktionelle Gruppen um- 
fassen den N-Hydroxysuccinimidylester, 2 -Nitrophenylester, 
4-Nitrophenylester, 2, 4-Dichlorphenylester, einen beliebigen 
aktiven Ester, ein Acylhalogenid, ein Acylazolid, ein 
Alkylhalogenid, ein Sulf onylhalogenid oder ein beliebiges 
reaktives Halogenidderivat . In einer bevorzugten Ausfuh- 
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rungsform ist die Verbindung N-Succinimidyl-4- [bis (4-meth- 
oxyphenyl)-chlormethyl]-benzoat (Illb) , das in Fig. 1 darge- 
stellt wird. 




Ilia 



worin A' ^A' 15 die oben angegebene Bedeiitung besitzen 
und X fur eine Abgangsgruppe , beispielsweise CI, Br, I 
Oder BF 4 , steht. 

Einen regioselektiven Schutz einer funktionellen Gruppe an 
einem naturlichen Produkt, Biopolymer oder Synthon fur ein 
naturliches Produkt oder Biopolymer erreicht man durch be- 
vorzugte Umsetzung an der sterisch gehinderten kationischen 
Stelle von Verbindungen der allgemeinen Formel Ilia unter 
Bildung einer Verbindung der allgemeinen Formel IVa. Bei- 
spielsweise wird die 5 ' -Hydroxylgruppe eines Ribonucleosids 
oder 2 • -Desoxyribonucleosids vorzugsweise mit den Triphenyl- 
methylderivaten der allgemeinen Formel II la unter Bildung 
teilweise geschutzter Nucleosidderivate der allgemeinen For- 
mel IVa geschutzt. 
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IVa 



worin A^-A'^ die oben angegebene Bedeutung besitzen 
und C* unter einem Nucleosid, Nucleotid, Oligonucleo- 
tid, einer Nucleinsaure, einer Aminosaure, einem Pep- 
tid, Protein, Monosaccharid, Oligosaccharid, Kohlenhy- 
drat, Lectin, Lipid, Steroid, Alkaloid oder einem Bio- 
polymer ausgewahlt ist. 

Bevorzugte Verbindungen der Formel IVa sind N-Succinimidyl- 
4- [bis (4-methoxyphenyl) -5 • -0- (2 ' -desoxyribonucleosidyl) -me- 
thyl] -benz oat (IVbl-4; Fig. l) und N-Succinimidyl-4- [bis (4- 
methoxyphenyl) -5 ■ -0- (ribonucleosidyl) -methyl] -benzoat . Diese 
Verbindungen konnen durch die Formel IVc dargestellt werden. 

0CH 3 



CHjO 




<3 



O HO C 

O IVc 

worin B fur eine Nucleosidase steht, die mit Hilfe einer 
eliminierbaren Base (H. Koster et al., 2£trahedron_37 :363- 
369 (1981)) geschiitzt und aus den folgenden Gruppen ausge- 
wahlt werden kann: 
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c6 c6 c6 




mit Q gleich H Oder Methyl, 
R in der oben angegebenen Bedeutung. 



G gleich H, OH, OR ' _ , i 
und 




R i K 



Zur Herstellung der vollstandig geschutzten Nucleosidderiva- 
te wird die 3 ' -Hydroxylgruppe der teilweise geschutzten 
Nucleosidderivate der allgemeinen Formel ivc mit einer akti- 
vierten phosphorhaltigen Verbindung umgesetzt. Vollstandig 
geschutzte Nucleosidderivate, die aus dieser Reaktion her- 
vorgehen, lassen sich durch die Formel Va darstellen. Ver- 
bindungen dieser Formel eignen sich zur nachf olgenden Kon- 
densation mit einer Hydroxylgruppe unter den fur eine 
Oligonucleotidsynthese allgemein verwendeten Bedingungen. 
Verwendbare aktivierte Phosphorverbindungen umfassen - ohne 
darauf begrenzt zu sein - 2-Cyanoethylphosphoramidite (US-A- 
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4 725 677) , O-Methylphosphoramidite (US-A-4 458 066) , H- 
Phosphonatsynthone, Phosphotriestersynthone und Phosphodi- 
estersynthone. Zwei Beispiele fur vollstandig geschiitzte 
Nucleosidderivate sind N-Succinimidyl-4- [bis (4-methoxyphe- 
nyl) -5 ' -O- (3 ' -O- (N,N-diisopropylamino-2-cyanoethylphosphi- 
nyl)-ribonucleosidyl) -methyl] -benzoate und N-Succinimidyl-4- 
[bis (4-methoxyphenyl) -5 • -O- (3 ' -0- (N, N-diisopropylamino-2- 
cyanoethylphosphinyl) -2 • -desoxyribonucleosidyl) -methyl] -ben- 
zoate, die in Fig. l dargestellt sind (Fig, Vb-,^) . 




worin K fur H, OH, 

t R ? ? '? o i 

TO- P ^N' R 0=P-H 0=P-CH P ^ ' 

i . . « i* m -Q o L °T 

stent und R, B und G die oben angegebene Bedeutung be- 
sitzen. 

Vollstandig geschutzte Verbindungen, beispielsweise die in 
Fig. l dargestellten, konnen vor einem Binden einer modi- 
fizierenden Einheit an die Schutzgruppe weiter verlangert 
werden. Beispielsweise konnen diese Verbindungen mit der 5«- 



20 



Hydroxylgruppe .eines teilweise geschutzten und zusammenge- 
bauten Oligonucleotids entweder in Losung oder im Rahmen 
eines Festphasenverfahrens unter Bildung vollstandig ge- 
schutzter Oligonucleotide mit einer oder mehreren reaktiven 
verknupfenden Gruppen (L) an der Schutzgruppe (P) konden- 
siert werden. Die Schutzgruppe, die die reaktive(n) ver- 
knupfende(n) Gruppe (n) (L) tragt, wird hierbei an das 5'- 
Hydroxylende des Oligonucleotids gebunden. 

Geschutzte Verbindungen der allgemeinen Pormel L-P-c* konnen 
an der reaktiven Funktiohalitat (L) der Schutzgruppe/verbin- 
denden Gruppe P-L modifiziert werden. Das Produkt dieser Mo- 
difizierung wurde oben als M-L-P-C* mit M gleich der Modi- 
fizierung, die durch eine oder mehrere Manipulationen an der 
reaktiven funktionellen Gruppe (L) der Schutzgruppe oder ir- 
gendwelche Manipulationen einer ursprunglichen Modif izierung 
gebildet wird, definiert. 

In einer Ausfiihrungsf orm ist die Verbindung C* ein Nucleo- 
sid, ein Oligonucleotid oder eine Nucleinsaure und die aus 
der Schutzgruppe/verbindenden Gruppe bestehende Einheit P-L 
ein Triphenylmethylderivat der Formel Ilia. In einer weite- . 
ren Ausfiihrungsf orm ist die Verbindung C* ein an einen Tra- 
ger gebunderies Oligonucleotid, das uber eine saurelabile 
Etherbindung an eine 4, 4 • -Dime thoxy- subs tituierte Triphenyl- 
methylschutzgruppe/verbindende Gruppe P-L gebunden ist (be- 
vorzugte Ausfiihrungsf orm der allgemeinen Formel nib) . M ist 
eine oben definierte Gruppe. 

Verbindungen der allgemeinen Formel M-L-P-C* konnen unter 
Bildung von C* und des Nebenprodukts M-L-P entschutzt wer- 
den. im Falle, dafi C* ein Oligonucleotid ist, ist es mog- 
lich, die Verbindung C* des Komplexes M-L-P-c* weiter zu ma- 
nipulieren. in einer Ausfuhrungsf orm sind die Verbindung C* 
ein vollstandig geschiitztes und an einen Trager gebundenes 
Oligonucleotid, P-L ein heterobifunktionelles Triphenylme- 



21 



thylderivat der allgemeinen Formel Ilia (das Oligonucleotid 
ist durch P in Form eines durch eine Saure abspaltbaren 
Ethers geschutzt) und M eine modif izierende Einheit, die die 
oben beschriebenen Gruppen umfassen und gegebenenfalls ge- 
schutzt sein kann. Der Komplex M-L-P-C* kann von dem Trager 
abgespalten und teilweise unter Verwendung von auf dem Ge- 
biet der Oligonucleotidsynthese im allgemeinen verwendeten 
verfahren teilweise entschiitzt werden. In einer Endstufe 
kann die modifizierte eine schutzende Gruppe bildende Ver- 
bindungsgruppe P-L unter Bildung eines vollstandig ent- 
schiitzten Oligonucleotids und eines Nebenprodukts der all- 
gemeinen Formel M-L-P entfernt werden. 

Teilweise geschiitzte Oligonucleotide konnen vor einer voll- 
standigen Entschutzung weiteren anderen Manipulationen un- 
terzogen werden. Diese umfassen weitere Manipulationen von M 
und/oder eine Immobilisierung des Oligonucleotids an einem 
Trager uber die Modif izierung M. in einer bevorzugten Aus- 
fuhrungsform sind P-L ein heterobifunktionelles Triphenylme- 
thylderivat der allgemeinen Formel ilia (das Oligonucleotid ' 
ist durch P in Form eines durch eine Saure abspaltbaren 
Ethers geschutzt) und M eine Hydroxyalkyleinheit , eine Carb- 
oxyalkyleinheit, eine Aminoalkyleinheit Oder eine Thioalkyl- 
einheit. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform sind 
C* ein teilweise geschutztes Oligonucleotid, P-L ein hetero- 
bifunktionelles Triphenylmethylderivat der allgemeinen For- 
mel nib (das Oligonucleotid ist durch P in Form eines durch 
eine Saure abspaltbaren Ethers geschutzt) und M eine Amino- 
alkyleinheit . 

GemaE dem Verfahren kann ein Oligonucleotid uber die Hydro- 
xyl gruppe, Carboxyl gruppe, Aminogruppe oder Thiolgruppe der 
Modif ikation M markiert werden. Geeignete nachweisbare Mar- 
kierungen umfassen ein Radioisotop, ein Fluorophor, eine lu- 
mineszente Verbindung oder eine chemilumineszente Verbin- 
dung, Biotin, ein Affinitats- oder Reinigungshilf smittel, 
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beispielsweise lange Alkylketten oder Polymere, oder ein 
biologisch aktives Molekul, beispielsweise ein Peptid, ein 
Protein, ein Nucleosid, ein Nucleotid, ein Oligonucleotid, 
eine Nucleinsaure, ein Monosaccharid, ein Oligosaccharid, ' 
ein Steroid, ein Lipid, ein Alkaloid oder ein Kohlenhydrat . 
Vorzugsweise ist die nachweisbare Markierung Biotin oder ein 
Fluorophor. 

Der Komplex M-L-P-C* kann auch uber M auf einem Trager immo- 
bilisiert werden. Beispielsweise kann M eine Carboxyalkyl- 
einheit, eine Aminoalkyleinheit oder eine Thioalkyleinheit 
sein. Die Carboxyleinheit des Komplexes (worin M fur eine 
Carboxyalkyleinheit steht) kann durch ein wasserlosliches 
Carbodiimid aktiviert und an einen Nucleophile enthaltenden 
Trager gekoppelt werden. In ahnlicher Weise kann der amino- 
haltige Komplex (worin M fur ein Aminoalkyl steht) kovalent 
an elektrophile chemische funktionelle Gruppen enthaltenden 
Tragern,. beispielsweise einem Isothiocyanat , Isocyanat, 
Acylhalogenid, Sulf onylhalogenid, Acylimidazolid, Acyl-N-hy- 
droxysuccinimid, Alkylhalogenid und einem aktiven Ester ent- 
haltenden Tragem, immobilisiert werden. Der Thiol enthal- 
tende Komplex (worin M fur eine Thioalkyleinheit steht) kann 
durch Reaktion mit den oben beschriebenen chemischen reakti- 
ven Tragem oder durch Leiten desselben uber einen im Handel 
erhaltlichen Quecksilber enthaltenden Trager, wie er bereits 
fur Thiol enthaltende Oligonucleotide beschrieben wurde (B. 
Blanks et al . , Nucl .. Acids . Res . i . i niai _-. (igas)), 
immobilisiert werden. 

Ein Vorteil einer Immobilisierung eines die Triphenylmethyl- 
Schutzgruppe/verbindende Gruppe P-L enthaltenden Komplexes 
an einen Trager besteht darin, dafi Produkte an dem Trager 
selektiv adsorbiert und nachfolgend von der Schutzgruppe ab- 
gespalten werden konnen. Nach Adsorption des Komplexes kon- 
nen alle nicht gebundenen Verunreinigungen von dem Trager 
weggewaschen werden. Die Verbindung C* kann anschlieSend von- 
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dem Trager in reiner Form unter Bedingungen, bei denen der 
Komplex m-l-p auf dem Trager in einem adsorbierten Zustand 
immobilisiert verbleibt, entfernt werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist M ein an die Tri- 
phenylmethyl-Schutzgruppe/verbindende Gruppe P-L uber ein 
Abstandsmolekul, beispielsweise eine Alkylkette, gebundenes 
Biotin. Eine Bindung von Biotin an M des geschutzten Oligo- 
nucleotids kann nach einer teilweisen Entschutzung und Ab- 
spaltung von dem festen Trager erf ol gen. Es ist jedoch be- 
vorzugt, die Biotinylierung durchzufuhren, wahrend das Oli- 
gonucleotid an den Trager gebunden ist. Der erhaltene bio- 
tinylierte Komplex kann in wirksamer Weise an einem in Han- 
del erhaltlichen Avidin- oder Streptavidintrager gemaS einer 
fruheren Beschreibung (J.M. Coull et al . , Tett. Le>i-r 
22:3991-3994 (1986)) immobilisiert werden. 

In einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung konnen 
zwei oder mehrere interessierende Verbindungen gleichzeitig 
aus einem zwei oder mehrere interessierende Verbindungen und 
Verunreinigungen umfassenden Gemisch und voneinander ge- 
trennt, und. .gereinigt' werden. Dieses Reinigungsverf ahren wird 
im folgenden als Mehrfachreinigung bezeichnet. Gemafi dem 
Verf ahren konnen Verbindungen der allgemeinen Formel L-P-C* 
gemafi der obigen Beschreibung hergestellt werden. Zur Veran- 
schaulichung kann C* als ein vollstandig geschiitztes Oligo- 
nucleotid A (L-P-A) und ein vollstandig geschiitztes Oligonu- 
cleotid B (L-P-B) definiert werden. Vorzugsweise ist die 
Schutzgruppe/verbindende Gruppe P-L ein Triphenylmethylderi- 
vat der allgemeinen Formel Ilia (das Oligonucleotid ist 
durch P in Form eines 5 ' -terminalen Tritylethers geschutzt) . 
In einem an den Trager gebundenen Zustand kann die reaktive 
Stelle L der 5 ' -terminalen Schutzgruppe P eines jeden der 
vollstandig geschutzten Oligonucleotide L-P-A bzw. L-P-B 
weiter modifiziert werden. Der Einfachheit wegen sind die 
Modifikationen als M x bzw. M 2 definiert, urn damit Verbindun- 
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gen der allgemeinen Formel M^L-P-A und M 2 -L-P-B herzustel- 
len. M 1 und M 2 sind Affinitats- Oder Reinigungshilf smittel 
mit einer Affinitat zu einem Trager S, beispielsweise Alkyl- 
ketten unterschiedlicher Kohlenstof f langen . Vorzugsweise 
sollte das Affinitats- oder Reinigungshilf smittel M 2 eine 
signifikant grofiere Affinitat zum Trager S als das Affini- 
tats- oder Reinigungshilf smittel M x haben. Im optimalen Fall 
ist die Modifikation M 2 eine deutlich langere Alkylkette als 
die Modifikation m ± . Dariiber hinaus soli ten die Komponenten 
des Gemisches und die Verbindungen A und B eine geringe oder 
im wesentlichen keine Affinitat zum Trager S aufweisen. 

Zur Reinigung von teilweise geschutzten Oligonucleotiden be- 
dient man sich typischerweise einer Reversed-Phase-Hochlei- 
stungsfliissigkeitschromatographie -(HPLC) . Im Prinzip tritt 
die Triphenylmethylgruppe der teilweise geschutzten und 
vollstandig zusammengebauten Produkte starker mit der hydro- 
phoben stationaren Phase (im allgemeinen ein C 18 beschichte- 
tes Siliciumdioxid) in Wechselwirkung als die Verunreinigun- 
gen. Die Terminationssequenzen und andere Verunreinigungen 
eluieren folglich schneller aus der Saule, so daS das teil- 
. weise geschutzte Oligonucleotidprodukt sicher abgetrennt 
wird und bei Eluieren aus der Saule gesammelt werden kann 
(vgl. L.W. McLaughlin und N. Piel, Oligonucleotide fivni-ho- 
. sis, A Practical Approach (1984), M.J. Gait (Herausgeber) 
IRL Press Inc., Oxford, England, S. 199-218). 

Wenn das die teilweise geschutzten Oligonucleotide M^L-P-A 
und M 2 rL-P-B sowie Verunreinigungen umfassende Gemisch Re- 
versed-Phase-HPLC-Trennungsbedingungen unterworfen wird, 
werden die Komponenten in ihrer jeweiligen Reihenfolge elu- 
iert und konnen jeweils in gereinigter Form gesammelt wer- 
den. Nach einer Abtrennung konnen die Schutzgruppen unter 
Bildung der vollstandig geschutzten und gereinigten Oligonu- 
cleotide A und B und der Nebenprodukte der allgemeinen For- 
mel P-L-M 2 bzw. P-L-M 2 entfemt werden. 
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Die erfindungsgemaSen Verbindungen konnen auch in Polymera- 
se-katalysierten Verlangerungsreaktionen verwendet werden. 
Gemafi dem Verfahren wird ein Oligonucleotid, beispielsweise 
ein eine Lange von 10 bis 30 Nucleotiden aufweisendes Oligo- 
nucleotide derart hergestellt, dafi es zu einer einzelstran- 
gigen Nucleinsaurematrize komplementar ist und folglich mit 
ihr hybridisiert. Nach erfolgter Hybridisierung verlangert 
eine DNA- Polymerase den Primer unter Verwendung der Nuclein- 
saure als Matrize, wobei die komplementare Nucleinsaurese- 
quenz hergestellt wird. Bei Polymerase-katalysierten Verlan- 
gerungsreaktionen konnen markierte Primer verwendet werden, 
vorausgesetzt, daS sie nicht an einem Hybridisieren mit ei- 
ner Matrize infolge der gebundenen Markierung gehemmt werden 
und vorausgesetzt, daS die funktionelle Gruppe, von der aus 
die Verlangerungsreaktion f ortschreitet, durch den Einbau 
der Markierung nicht unzuganglich gemacht wird. Eine bevor- 
zugte Variation der Polymeraseverlangerungsreaktion ist die 
Polymerasekettenreaktion (PCR; US-A-4 683 202) . Polymerase- 
katalysierte Primerverlangerungsreaktionen der 3 • -terminalen 
Hydroxylgruppe konnen auch durchgefvihrt werden. 

Das Produkt einer Primerverlangerungsreaktion kann im Rahmen 
exnes beliebigen oben beschriebenen Verfahrens manipuliert 
werden. Wenn beispielsweise die Modifikation M eine nach- 
weisbare Markierung ist, ist es moglich, den Komplex durch 
geeignete Mafinahmen, beispielsweise durch Fluoreszenz, 
Radiomarkierung, Chemilumineszenz oder Lumineszenz, nachzu- 
weisen. Wenn der Komplex ein Af f initatshilf smittei, bei- 
spielsweise Biotin, ist, ist es moglich, inn an einem Avi- 
din- oder Strep tavidintrager zu immobilisieren. Das voll- 
standig nicht modifizierte doppelstrangige Produkt kann in 
ahnlicher Weise zu jeder Zeit durch Entfernung der Schutz- 
gruppe gebildet werden. Daruber hinaus kann ein doppelstran- 
giges DNA- Produkt einer Nucleinsauresynthese unter Bildung 
von einzelstrangiger DNA denaturiert werden. 
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Die Polymerasekettenreaktion fordert zwei Primer, die zu un- 
terschiedlichen Strangen einer Nucleinsaurematrize komple- 
mentar sind und den Bereich der zu vermehrenden Matrize 
flankieren. Wie bei einer beliebigen Primerverlangerungsre- 
aktion ist das PCR-Produkt eine doppelstrangige Nucleinsau- 
re. Als Amplifikations- bzw. Vermehrungsprimer beim PCR-Ver- 
fahren konnen modif izierte Oligonucleotidprimer der allge- 
meinen Formel M-L-P-C* verwendet werden. Durch eine Primer - 
verlangerung gebildete, .teilweise geschiitzte doppelstrangige 
Nucleinsauren konnen im Rahmen. der oben beschriebenen Ver- 
fahren weiter modif iziert werden. Wenn zwei (2) markierte 
Oligonucleotidprimer bei der Polymerasekettenreaktion ver- 
wendet werden, enthalt das doppelstrangige Produkt an den 
15 5'-Enden der unterschiedlichen Strange Markierungen . Dieses 
Produkt kann auch die hier fur ein beliebiges teilweise ge- 
schutztes Oligohucleotid beschriebenen Reaktionen, ein-" 
schlieSlich einer von bestimmten Bedingungen abhangigen Ent- 
fernung der Schutzgruppen unter Bildung einer nicht modif i- 
20 zierten doppelstrangigen Nucleinsaure, eingehen. 

Die vorliegende Erfindung wird des weiteren anhand der fol. 
genden nicht begrenzenden Beispiele veranschaulicht 

25 Beispiel l 

Herstellung von 2- f4- (bi s- (4-methnyyp h envl) -h^rnvymethvl ) - 
Phenyl"! -4 . 4-dimf> thvloxa7:r>1 in 

350 ramol eines in 1 1 frisch destilliertem Tetrahydrofuran 
gelosten 2- (4-Bromphenyl) -4,4-dimethyl-i, 3-oxazolins (A.I. 

30 Meyers et al . , J. Amer. Chem. Rar. . ^ .^Ac.^n {1979) } 
den mit 17,0 g (700 mmol) Magnesium versetzt. Die Losung 
wurde erwarmt, bis die Reaktion begann. AnschlieSend wurde 
schonend l h lang erwarmt. Zu diesem Zeitpunkt wurde ein 
weiterer Liter Tetrahydrofuran zugegeben. Nach Zugabe von 

35 345 mmol 4, 4 • -Dimethoxy-benzophenon wurde das Kupplungsreak- 
tionsgemisch 2 h unter schwachem Refluxieren geruhrt. Das 
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Reaktionsgemisch wurde filtriert und auf etwa 500 ml ein- 
geengt. Nach einem langsamen EingieSen der Losung in einen 
8% wafirigen KHS0 4 (i l) und Diethylether (1 1) enthaltenden 
Kolben wurden die Schichten getrennt und die organische 
5 Fraktion einmal mit H 2 0 gewaschen. Ein Trocknen iiber MgS0 4 , 
Filtrieren und Eindampfen lieferte 147,2 g eines orangen 
Ols. Das gereinigte Produkt wurde durch Kristallisation aus 
Benzol oder Ethylacetat erhalten. 

105,4 g (252 mmol, 73%) schwachgriiner. Kristalle eines Fp. 
10 von 140- 142 °C 

1H-NMR (CDC1 3 ): 3 = 1,36 (s, 6H, -CH3) ; 2,82 (s, 1H, 0-H) ; 
3,79 (s, 6H, -OCH3); 4,09 (s, 2H, CH 2 ) ; 6,80-7,17 (dd, 8H, 
CH 3 0-Ar-H); 7,32-7,89 (dd, 4H, Oxaz-Ar-H) . 

15 Beispiel 2 

Herstellung von 4-Carho yv -4' 4»-riin^h^ y tr i nh ^ v1hv ^ fwy _ 
methan (Fig. 1. Verbinrhmg th) 

200 mmol 2- [4- (Bis- (4-methoxyphenyl) -hydroxymethyl) -phenyl] - 
4,4-dimethyloxazolin wurden mit 400 ml einer 80%igen wafiri- 
gen Essigsaure versetzt, worauf die Losung 6-7 h bei 60-70°C 
verruhrt wurde. Nach einem Einengen des Produkts zu einem 
orangen 6l wurde letzteres in 500 ml 20%iger NaOH in Etha- 
nol/Wasser (1/1 (v /v) ) abermals gelost. Diese Losung wurde 1 
h kraftig ref luxiert und anschlieSend zu einem weifien halb- 
festen Stoff eingeengt. Der Riickstand wurde in 1 1 h 2 o ge- ' 
lost und mit 3 M HC1 auf einen pH-Wert von 1,0 angesauert. 
Nach einem Abfiltrieren des Feststoffs wurde letzterer in 
750 ml Ethylacetat gelost. Diese Losung wurde zweimal mit 
verdunnter Saure gewaschen, uber MgS0 4 getrocknet, filtriert 
30 und eingedampft. Dabei wurden 81,2 g eines orangen Schaums 

erhalten. Das kristalline Produkt wurde aus Benzol erhalten. 
67,49 g (185 mmol, 93%) eines orangen kristallinen Fest- 
stoffs eines Fp. von 105-107°C 

1H-NMR (CDCI3): 6 = 3,80 (s, 6H, OCH3); 6,80-7,20 (dd, 8H, 
35 CH 3 0-Ar-H); 7,42-8,06 (dd, 4H, HOOC-Ar-H) . 
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Beispiel 3 

Herstellung von N-Succinimidvl-4- Th i s- U-irn*t-hoxvpheny1 ) -h v - 
droxvmethyll -h enzoat (Fior. 1. Verbinduna Ilhl 
6 ramol lb und 9 mmol N-Hydroxysuccinimid (NHS) in 10 ml 
Ethylacetat wurden unter Ruhren bei 0°C mit 7,5 mmol N, N* - 
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) versetzt. Das Reaktionsgemisch 
wurde 2 h bei 0°C verruhrt und anschlieSend mit weiteren 0,5 
mmol DCC und 1 mmol NHS versetzt. Nach 4,5 h bei 0°C wurde 
das Reaktionsgemisch filtriert und mit Ethylacetat auf ein 
Volumen von 50 ml verdiinnt. Diese Losung wurde 4mal mit Was- 
ser, lmal mit 5%iger wafcriger NaHC0 3 und abermals mit Wasser 
gewaschen. Nach einem Trocknen der organischen Schicht iiber 
MgS0 4 , Filtrieren und Eindampfen erhielt man 70,0 g eines 
gelben Schaumes. Das gereinigte Produkt wurde durch Kri- 
stallisation aus Ethylacetat erhalten. 

2,01 g (4,4 mmol, 73%) eines weifien Feststoffs (zwei kri- 
stalline Formen) eines Fp. von 168-170°C oder 186-188°C 
iH-NMR (CDC1 3 ): 3 = 2,77 (s, 1H, O-H) ; 2,90 (s, 4H, CH 2 ) ; 
3,81 (s, 6H, OCH3); 6,82-7,17 (dd, 8H, C^O-Ar-H) ; 7 , 48 - 8 , 10 
(dd, 4H, Succinimidyl-Ar-H) 

Beispiel 4 

Herstellung von N-Succinim:irl v l-4- Tbis- (4-mel-hnyyphenvl ) - 
chlormethvll -b& nzoat (Fig. 1. Verbinduna TTTVi) 
50 mmol lib wurden mit 250 ml Acetylchlorid versetzt. Nach 
3stundigem Kochen der Losung und anschlieSendem Kuhlen wur- 
den 350 ml eines wasserfreien Diethylethers zugegeben und 
das Gemisch anschliefiend uber Nacht bei 5°C aufbewahrt. Das 
weiSe kristalline Produkt wurde durch Vakuumf iltration ge- 
sammelt . 

21,35 g (44,5 mmol, 89%) eines weiSen kristallinen Fest- 
stoffs eines Fp. von 203-204°C 

1H-NMR (CDCI3): 5 = 2,91 <s, 4H, CH 2 ) , 3,82 (s, 6H, OCH3); 
6,81-7,17 {dd, 8H, CH 3 0-Ar-H); 7,42-8,10 {dd, 4H, Succin- - 
imidyl-Ar-H) . ' . 
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Beispiel 5 

Zur Herstel lung von N-Succinim i dvl-4- Thi s - (4-methoxvphenvl ) - 
5'-Q-(2'-desoxvnucleosidY l)-itietihvn-benzr>aten (Fig, l. y er - 
bindun gen IV j ^) verwendetes allqemeines Voraehen 
5 7 mmol eines geeignet geschutzten 2 ' -Desoxynucleosids, das 
durch Coverdampfung aus Pyridin getrocknet worden war, wur- 
den tropfenweise mit einer 8 mmol Illb, das in 25 ml Pyridin 
gelost war, enthaltenden Losung versetzt. Das Reaktionsge- 
misch wurde bis zur vollstandigen Reaktion (3-12 h) verruhrt 
10 und anschlieSend durch Zugabe von l ml Methanol abge- 

schreckt. Nach Entf emen des Losungsmittels wurde der Ruck- 
stand zwischen 50 ml Ethylacetat und 50 ml einer 5%igen 
NaHC0 3 verteilt. Die organische Schicht wurde mit einem wei- 
teren Teil 5%iger waSriger NaHC0 3 und lmal mit Wasser ge- 
waschen, anschlieSend uber MgS0 4 get-rocknet, filtriert und 
eingedampft. Das Endprodukt wurde durch Kristallisation aus 
dem beschriebenen Losungsmittel erhalten. 
IVb i: 4,34 g (6,3 mmol, 90%) weiSe Kristalle . (Benzol) 
1H-NMR (CDC1 3 ): 6 = 1,58 (d, 3H, CH3 ) ; 2,20-2,47 (m, 2H, 
H2',H2»); 2,64 (s, 1H, O-H) ; 2,88 (s, 4H, CH 2 ) ; 3,30-3,45 
(m, 2H, H5>,H5»); 3,79 (d, 6H, OCH3) ; 4,04-4,09 (m, 1H, 
. H4-); 4,52 (m, 1H, H3')-; 6,36 (dd, 1H, HI'); 6,83-6,87 (dd, 
4H, Ar-H); 7,23-7,30 (dd, 4H, Ar-H) ; 7,44 (d, 1H, H6) ; 7,58- 
7,62 (d, 2H, Ar-H); 8,04-8,08 (d, 2H, Ar-H); 8,87 (s, 1H, N- 
25 H) 

IVb 2 : 3,08 g (3,9 mmol, 55%) opaker Feststoff (Toluol) 
iH-NMR (CDCI3): 5 = 2,51-2,63 (m, 1H, H2 ' ) ; 2,85 (s, 4H, 
CH 2 ); 2,89-3,03 (m, 1H, H2») ; 3,32-3,47 (m, 2H, H5\H5»); 
3,78 (d, 6H, OCH3); 4,17-4,23 (m, 1H, H4 ' ) ; 4,69-4,76 (m, 
30 1H, H3') ; 6,44-6,50 (t, 1H, HI'); 6,78-6,86 (m, 4H, Ar-H) ; 

7,12-7,29 (m, 5H, Ar-H); 7,48-7,60 (m, 4H, Ar-H) ; 7,94-8,06 
(m, 4H, Ar-H); 8,14 (s, 1H, H8) ; 8,70 (s, 1H, H2) ; 9,15 (s, 
1H, N-H) 

IVb 3 : 3,34 g (4,3 mmol, 62%) opaker Feststoff (Toluol) 
35 1H-NMR (CDCI3): d = 2,19-2,32 (m, 1H, H2 « ) ; 2,67-2,79 (m, 
1H, H2»); 2,87 (s, 4H, CH 2 ) ; 3,42-3,52 (m, 2H, H5',H5»), 
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3,81 (d, 6H, OCH 3 ); 4,15-4,19 (m, 1H, H4 • ) ; 4,47-4,55 (m, 
1H, H3-); 6,23-6,29 (t, 1H, HI'); 6,86-6,92 (m, 4H, Ar-H); 
7,19-7,32 (m, 5H, Ar-H) ; 7 , 50-7 , 62 (m, 5H, Ar-H); 7,86-7,90 
(m, 2H, Ar-H); 8,04-8,09 (m, 2H, Ar-H); 8,18 (d, 1H, H6) ; 
IVb 4 : 4,16 g (5,3 mmol, 76%) weiSe Kristalle (Ethylacetat) 
1H-NMR (DMSO-d 6 ): 6 = 1,12 (d, 6H, CH3) ; 2,30-2,42 (m, 1H, 
H2') ; 2,70-2,84 (m, 2H, CH, H2«); 2,88 (s, 4H, CH 2 ) ; 3,10- 
3,27 (m, 2H, H5',H5"); 3,72 (d, 6H, OCH3); 3,96 (m, 1H, 
H4-); 4,42 (m, 1H, H3') ; 5,36 (d, 1H, O-H) ; 6,27 (t, 1H, 
HI'); 6,76-6,87 (dd, 4H, Ar-H); 7,18-7,23 (dd, 4H, Ar-H); 
7,60 (d, 2H, Ar-H); 7,97 (d, 2H, Ar-H); 68,15 (s, 1H, H8)\ 

Beispiel 6 

Allqemeines Vorgehen 7mx Hers^lln no vnn M-guccinim-My-i -a. 
Tbis-4- (mRt.hoyyphenyl) -5 ' -o-( 3 ■ -n- m ttr- d iiHnr „. nr y1 anviT ^_,_ 
cyanoethylphosphinyl) -2 ' -dPsoxvnnm ^ i dvi) -m^i-hyn 1 - ben7na . 
ten (Fig. 1. VP-rh jnduncrPn Vt^ 4 ) 

3 mmol des in geeigneter WeislTgeschutzten Monomers IV.^, 
die in 15 ml Tetrahydrofuran gelost waren, wurden mit 12 
mmol Diisopropylethylamin und 3,3 mmol 2-Cyanoethyldiiso- 
propylaminochlorphosphin versetzt. Das Reaktionsgemisch 
wurde bei-Umgebungstemperatur 1-2 h verruhrt, filtriert und 
eingeengt. Der Riickstand wurde in 100 ml Ethylacetat gelosf, 
3mal mit 10%iger waEriger Na 2 C0 3 gewaschen, uber Na 2 S0 4 ge-' 
trocknet, filtriert und eingedampft. Das Produkt wurde in 15 
ml Ethylacetat gelost und in 250 ml Hexan eingetropft. Der 
Niederschlag wurde gesammelt und getrocknet. 

Vb i: 2,10 g (2,4 mmol, 79%) 
30 31P-NMR (CDCI3): 6 = 145,550, 145,630 ppm 

Vb 2 : 2,53 g (2,5 mmol, 84%) . . - 

31P-NMR (CDCI3): 5 = 145,494, 145,677 ppm 
Vb 3 : 1,93 g (2,0 mmol, 66%) 

31 P-NMR (CDCI3 ) : 5 = 145,604, 145,820 ppm 
35 Vb 4 : 2,46 g (2,5 mmol, 84%) 

31P-NMR (CDC1 3 ) : 5 = 144,478, 145,519 ppm 
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Beispiel 7 

Olicronucleotidsyn these 

Aus im Handel erhaltlichen 2-Cyanoethylphosphoramiditen wur- 
den entweder manuell (Beispiel 7a) Oder mit Hilfe einer au- 
tomatischen Synthesevorrichtung Oligonucleotide zusammenge- 
baut. In Beispiel 7b wurde eine einen Prototyp darstellende, 
in groSem MaSstab arbeitende DNA- Synthesevorrichtung im 30 
/imol-Ma£stab verwendet, wahrend in Beispiel 9 eine Milli- 
gen/Biosearch DNA- Synthesevorrichtung Modell 7500, bei der 
ein Standard-l^mol-Protokoll ablief, verwendet wurde. In al- 
ien Fallen wurde die Endkondensation mit dem geeigneten mo- 
difizierten tritylgeschutzten 2-Cyanoethylphosphoramidit 
(Vb 1 _ 4 ) unter Bildung der vollstandig geschutzten, an einen 
15 Trager gebundenen Oligonucleotide mit einer 5 • -terminalen, 
verbindenden NHS-Estergruppe (L> durchgef iihrt . Die Harze 
(Oder Teile der Harze) wurden mit Aminogruppen enthaltenden 
Verbindungen zur Funktionalisierung der 5 ' -terminalen, ver- 
bindenden NHS-Estergruppe (L) gemaS Beispiel 8 behandelt . 
20 Eine weitere Verlangerung oder Markierung kann im Rahmen des 
in Beispiel 9 beschriebenen Verfahrens an an Harzen gebunde- 
nen, vollstandig geschiitzten, 5 • -funktionelle Gruppen ent- 
haltenden Oligonucleotiden durchgefuhrt oder die Oligonu- 
cleotid konnen vom Trager entfernt, teilweise entschiitzt und 
25 in Losung entsprechend Beispiel 11 umgesetzt werden. 



Beispiel 7a 

Herstelluna einP R Thvmidindimers im 15 umnl -MaSsf.ah 
Ein im Handel erhaltliches 15 /xmol DMT-Thymidin-Succinyl-AP- 
CPG-Harz (Milligen/Biosearch, Division of Millipore, Bur- 
lington, Ma.) wurde mit 3% Dichloressigsaure in Dichlorme- 
than detrityliert, bis der AusfluS farblos war. Das Harz 
wurde mit 5 ml Acetonitril gewaschen und unter Hochvakuum 
getrocknet. Nach abermaligem Waschen des Harzes mit 5 ml 
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trockenem Acetonitril wurden 950 fil eines 0,085 M Thymidin- 
phosphoramidits (V^ in Fig. 1) in trockenem Acetonitril und 
2 ml einer im Handel erhaltlichen Tetrazolaktivierungslosung 
vermischt und das Gemisch langsam im Verlauf von 4 min durch 
das Harz geprefit. Das Harz wurde mit 5 ml Acetonitril gewa- 
schen, worauf 6 ml einer im Handel erhaltlichen I 2 -0xida- 
tionslosung im Verlauf von 2 min durch die Saule geprefit 
wurden. Schliefilich wurde das Harz mit 5 ml Acetonitril ge- 
waschen und unter Hochvakuum getrocknet. Teile des Harzes 
wurden mit Aminogruppen enthaltenden Verbindungen zur Funk- 
tionalisierung der 5 • -terminalen verbindenden NHS-Estergrup- 
pe (L) gemafi Beispiel 8 behandelt. Die. 5 • -modif izierten Oli- 
gonucleotide wurden anschliefiend teilweise entschutzt und 
von dem Trager gemafi Beispiel 10 entf ernt . Tabelle l f afit 
die verschiedenen mit L umgesetzten Verbindungen und die 
Produktausbeute des rohen 5 • -modif izierten Thymidindimers 
gemafi HPLC -Analyse zusammen. 



Tabelle i 



Zur Modif izierung der 5 » -terminalen. verbindenden NHS-Ester- 
gruppe (L) des Thymidindimers verwendete, Aminogruppen ent- 
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haltende Verbindungen 
^ min Retentionszeit* 


Flache (%) 


Cyclohexylamin 


40,37 


99 + 


1 - Aminohexan 


43,02 


99 + 


1 » 3 -Diaminopropan 


29,15 


78,5 


1 , 4 -Diaminobutan 


29, 60 


73,3 


1, 6-Diaminohexan 


31,24 


73,0 


1, 8-D.iaminooctan 


33,88 


70,3 


l , 12 -Diaminododecan 


40,78 


71, 0 


3 -Amino- 1 , 2 -propandiol 


29,85 


99 + 


2 -Amino- 1 , 3 -propandiol 


27,81 


72,0 


6 - Aminohexanol 


34,43 


99+ 


6 -Aminocapronsaure 


30,83 


91, 9 
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Reversed-Phase-HPLC-Analyse: Delta- Pak C18-100A Fliissig- 
chromatographiesaule (Waters, Division of Millipore) 
Puffer A = 100 mmol Triethylammoniumacetat eines pH-Werts 
von 6 , 8 

Puffer B = Acetonitril/Wasser 95/5 

Gradient: 0 min (5% B) ; 50 min (60% B) ; Stromungsgeschwin- 
digkeit =1,0 ml/min; Temperatur 40°C 

Beispiel 7b 

Herstelluncr von 5 ' -TCCCAGTC ACGACGT -3' im 30 //mol-Magstah 
Eine 30 ^mol-Synthese von 5 ' -TCCCAGTCACGACGT -3' wurde unter 
Verwendung einer einen Prototyp darstellenden, in einem 
grofiem MaSstab arbeitenden DNA-Synthesevorrichtung, bei der 
das in Tabelle 2 beschriebene Protokoll ablief, durchge- 
fiihrt. Die Endkondensationsreaktion erfolgte unter Verwen- 
dung einer Verbindung vb x zur Einfuhrung der reaktiven, ver-" 
bindenden NHS-Estergruppe (L) in den 5 ' -Terminus des an 
einen Trager gebundenen Oligonucleotids . 

Am Ende der Synthese wurde ein Teil des Harzes gemaS Bei- 
spiel 8 mit 1, 6-Diaminohexan behandelt. Das aminofunktiona- 
lisierte Oligonucleotid wurde von dent Harz entfernt und ge- 
maE Beispiel 10 teilweise entschxitzt. Die in der Losung ab- 
laufende Reaktion der 5 • -terminal en Aminogruppe mit N-Hydro- 
xysuccinimidyl-biotin ist in Beispiel 11 beschrieben. 

Der Rest des Harzes wurde gemaS Beispiel 8 mit verschiedenen 
Alkylaminen behandelt. Die teilweise geschiitzten S'-modifi- 
zierten Oligonucleotide wurden durch Behandeln der Harze ge- 
ma£ Beispiel 10 erhalten und zur Demonstration einer Mehr- 
fachreinigung in Beispiel 13 verwendet. 
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Tabelle 2 




In groEem MaSstab durchgefuhrtes DNA-Syntheseprotokoll 


Funktion 


Infusionsrate (ml (min) 


Dauer ( s ) 


Waschen mit DCA 


7000 


240 


Waschen mit ACN 


7000 


120 


Waschen mit TEA 


7000 


60 


Waschen mit ACN 


7000 


300 


Kondensation 


N/A* 


300 


Waschen mit ACN 


7000 


240 


Oxidation mit I 2 


7000 


30 


Waschen mit ACN 


7000 


180 



*Fur jede Kondensationsreaktion wird ein lOfacher Uberschufi 
2-Cyanoethylphosphoramidit in geniigend 2,5%igem lH-Tetrazol 
in Acetonitril (g/v) zur Herstellung einer 200 mmol Losung 
gelost. Das aktivierte Amidit wird aufgegeben und wahrend 
der angegebenen Zeitdauer durch die Saule zirkulieren gelas- 
sen . 

Beisoiel fi 

Aminolyse des N-Hvdroxvsu ccinimidylesterrg (verbindgnde Grup- 
pe L) mit Alkvlaminen. Alk y ldiaminen . Hvdrayyalkvlam-i n<^ 
Oder C arboxyalkvlaminen 

Nach dem in der f esten Phase erf olgenden chemischen Zu- 
sammenbau eines Oligonucleotids wurde der Trager zur Ent- 
fernung jeglichen verbliebenen Losungsmittels evakuiert. Ty- 
pischerweise wurden 2 ml einer 0,5-1,0 M Losung einer Amino- 
gruppen enthaltenden Verbindung in 75%igem waSrigen Dioxan 
wahrend 2 min durch das Harz geprefit. Nicht in 75%igem waS- 
rigem Dioxan losliche Verbindungen wurden gemaS der Be- 
schreibung in Tabelle 3 gelost. Der Trager wurde anschlie- 
Send mit 2 ml Tetrahydrofuran und 2 ml Acetonitril gewa- 
schen. Danach wurde das Harz im Vakuum getrocknet und mit 
Ammoniak gemafi der Beschreibung in Beispiel 10 behandelt 
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Oder des weiteren gemafi der Beschreibung in Beispiel 9 umge- 
setzt. Eine Reversed- Phase -Hochleistungsflussigkeits chroma - 
tographie (HPLC) -Analyse wurde durchgef iihrt , urn die Reinheit 
aller rohen, teilweise geschutzten Produkte zu bestimmen. 
Alle analytischen Trennungen wurden mit einer 3 , 8 mm x 150 
mm Delta Pak Cl8-100A-Chromatographiesaule durchgef iihrt . 

Tabelle 3 

Variationen bei den zur Derivatisierung von NHS-Estern ver- 

wendeten Bedingungen 



Am: "- n . Losungsmittel 



Konzentration 



1 - Aminododecan THF* 1 ' 0 M 

1-Aminopentadecan THF - 0,5 M 

1-Aminooctadecan THF 0,4 M 

1, 8-Diaminooctan 9/1 THF/Wasser 1,0 M 

1, 12-Diaminododecan 95/5 Dioxan/Wasser 0,5 M 

6-Aminocapronsaure 1/2 Dioxan/5% wafirige 

NaHC0 3 o,5 M 

*THF ist eine Abkurzung fur. Tetrahydrofuran 

Beispiel 9 

In einem an einen Traaer a ebundeiiPn Zustanri durchcn=>f iihr-t- P 
Synthese von mif. Biotin nnr j FluorPR<~in mark-i^rten PPB-Pri- 
mern 

Zwei zu den gegenuberliegenden Strangen einer Bakteriophagen 
Lambda-DNA komplementare Oligonucleotide wurden gemafi Bei- 
spiel 7 chemisch zusammengebaut . Die hergestellten Sequenzen 
waren 5 ' -GATGAGTTCGT6TCCGTACAACTGG-3 ' und 5 ' -GGTTATCGAAATCA- 
GCCACAGCGCC-3 • . Diese Oligonucleotide dienten als Primer fiir 
die Vermehrung eines 500 bp -Segments von Lambda-DNA unter 
Verwendung der Polymerasekettenreaktion (PCR) (Beispiel 15) 
und werden im folgenden als PCR-Primer 1 bzw. PCR- Primer 2 
bezeichnet. 
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Nach Beendigung der 1 /imol -Synthese eines jeden Primers wur- 
de der 5'-terminale NHS-Ester der an das Harz gebundenen, 
geschutzten Oligonucleotide mit 1, 12-Diaminododecan gemafi 
5 der Beschreibung in Beispiel" 8 umgesetzt. Beide Harze wurden 
anschliefiend in drei' ungleiche Teile gespalten. 

Eine Halfte des Harzes aus jeder' Synthese wurde unter Hoch- 
vakuum getrocknet und rait Ammoniak gemafi Beispiel 10 behan- 

10 delt. Beide Rohproben wurden gemafi dem in Beispiel 12 be- 

schriebenen Verfahren gereinigt, worauf ein Teil einer jeden 
gereinigten Probe gemafi dem in Beispiel 14 beschriebenen 
Verfahren detrityliert wurde. Dadurch wurden sowohl voll- 
standig entschutzte als auch gereinigte PCR-Primer (im fol- 

15 genden als Vergleichs- PCR-Primer l bzw'. 2 bezeichnet) , die 
fiir Beispiel 17 erforderlich sind, hergestellt. Jede Probe 
erwies sich gemafi Reversed-Phase-HPLC-Analyse als rein. 
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Auf ein Viertel des verbliebenen Harzes aus jeder Primer- 
synthese wurde wahrend einer Dauer von 30 min 1 ml einer 
0,25 M-L6sung von N-Hydroxysuccinimidyl-biotin, das in Dime- 
thylformamid/Diisopropylethylamin/Wasser in einem Verhaltnis 
•7/2/1 (v/v/v) gelost war, einwirken gelassen. In ahnlicher 
Weise wurde auf das verbleibende eine Viertel des Harzes aus 
jeder Primer synthese wahrend einer Dauer von 60 min 1 ml ei- 
ner 0,125 M-L6sung von Di-O-pivaloyl-5- (N-succinimidyl) - 
fluorescin, das in Dioxan/Diisopropylethylamin/Wasser in 
einem Verhaltnis von 7/2/1 (v/v/v) gelost war, einwirken ge- 
lassen. Nach Beendigung der Markierungsreaktionen wurde der 
Trager mit 2 ml Dimethylf ormamid, 2 ml Tetrahydrofuran und 2 
ml Acetonitril gewaschen und schliefilich unter Hochvakuum 
getrocknet. Teilweise geschutzte markierte Oligonucleotide 
wurden durch Behandlung der Harze, die die vollstandig ge- 
schutzten und markierten Oligonucleotide enthielten, gemafi 
35 Beispiel 10 erhalten. 
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Fig. 2 ist die HPLC-Analyse des rohen, teilweise geschutz- 
ten, mit Fluorescin markierten PCR-Primers 1. Sowohl die UV- 
Absorption bei 260 nm als auch die Fluoreszenz (Einsatz) bei 
470 nm (Erregungswellenlange 410 nm) wurden aufgezeichnet . 
Die Analyse zeigt, daS die bei 34,4 min eluierende Hauptkom- 
ponente das alleinige fluoreszierende Produkt ist. Die Roh- 
probe wurde gemafi dem in Beispiel 12 beschriebenen Verfahren 
gereinigt und wird im folgenden Fluor- PCR- Primer 1 bezeich- 
net. Eine HPLC-Analyse der Rohprobe des mit Fluorescin mar- 
kierten PCR-Primers 2 (im folgenden als Fluor -PCR- Primer 2 
bezeichnet) ahnelte derjenigen, die bei dem Fluor -PCR -Primer 
1 beobachtet wurde. Er wurde in ahnlicher Weise durch Re- 
versed-Phase-HPLC gereinigt. 



Die Reversed- Phase -HPLC-Analyse der rohen, mit Biotin mar- 
kierten Vergleichs -PCR-Primers (im folgenden als Bio-PCR- 
Primer 1 bzw. 2 bezeichnet) war ebenfalls sehr ahnlich. Die 
Hauptkomponente einer jeden Probe wurde nach dem in Beispiel 

20 12 beschriebenen Verfahren isoliert. Die Anwesenheit von 

Biotin in den Oligonucleotiden wurde durch Binden der gerei- 
nigten Produkt e an einen Streptavidin-Agarose-Trager best a- . 
tigt (J.M. Coull et al . , Tett. Lgf.t- . on - 3991-3994 (1986)). 
Der Bio -PCR- Primer 1 und der Bio -PCR- Primer 2 wurden in den 

25 in Beispiel 17 beschriebenen Polymerasekettenreaktionen ver- 
wendet . 

Die HPLC-Bedingungen waren die folgenden: 

30 Puffer A = 100 mmol Triethylammoniumacetat eines pH-Wert von 
6,8; 

Puffer B = Acetonitril/Wasser in einem Verhaltnis von 95/5; 
Gradient: 0 min (5% B) , 50 min (60% B) ; FlieSgeschwindigkeit 
= 1,0 ml /min; Tempera tur: 40 °C 

35 
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Beispiel 10 

Teilweise Ents chutzung und Entfernung der Oligonucleotide 
von festen Tragern 

Sobald das Oligonucleotid entsprechend den Wunschen funktio- 
nalisiert/markiert war, wurde das getrocknete Harz rait 0,5 
ml konzentriertem Ammoniak wahrend 8-10 h bei 55 °C behan- 
delt. Das Harz wurde durch Filtration entfernt und rait Was- 
ser gewaschen. Das Filtrat und die Waschlosungen wurden ver- 
einigt und zur Trockene aufkonzentriert . Das Roholigonucleo- 
tid wurde in 1 ml ' entionisiertem Wasser gelost . Die Ausbeute 
und Konzentration des Oligonucleotids wurden aus 10 fil der 
*auf 1,0 ml mit Wasser verdunnten Probe mit Hilfe der Absorp- 
tion bei 260 nm bestimmt. 

Beispiel 11 

In der Losunasphase e rf-olgende Markierung von Oligonucleo- 
tides 

Markierte Oligonucleotide wurden auch durch eine in Losungs- 
phase erfolgende Reaktion von funktionelle Gruppen enthal- 
tenden, teilweise geschutzten Oligonucleotiden erhalten. Das 
Oligonucleotid 5 ' - TCCCAGTCACGACGT -3 » wurde gernaS Beispiel 
7b hergestellt und 1, 6-Diaminohexan zur Funktionalisierung 
der verbindenden NHS-Estergruppe L im Rahmen des in Beispiel 
8 beschriebenen Verfahrens behandelt. Nach Spaltung und 
teilweiser Entschutzung des Oligonucleotids gemafi dem in 
Beispiel 10 beschriebenen Verfahren wurde die S'-terminale 
Aminogruppe des teilweise entschutzten Oligonucleotids wie 
folgt biotinyliert : 

16 mg N-Hydroxysuccinimidyl-biotin, die in 500 fil Dimethyl- 
forraamid geldst waren, wurden rait 250 fil 0,1 M 4- (2-Hydroxy- 
ethyl) -1-piperazinethansulf onsaure (HE PES) eines pH-Werts 
von 7,7 und 50 A 2g0 -Einheiten eines 5 1 -Aminogruppen enthal- 
tenden, teilweise geschutzten, 15 Monomerenqinheiten enthal- 
tenden Rohpolymers in 250 fil Wasser versetzt. Nach 5 min, 55 
min und 12 0 min entnommene Aliquote des Reaktionsgemisches 



wurden durch Reversed-Phase-HPLC analysiert. Die Analyse 
zeigte ein vollstandiges Verschwinden der Hauptkomponente 
des Rohgemisches innerhalb von 2 h zu Gunsten eines hydro- 
phoberen Produkts. Innerhalb von 2 h wurde keine Reaktion 
von anderen Komponenten des Gemisches beobachtet. Dieses 
neue Produkt wurde durch eine im praparativen Mafistab durch- 
gefuhrte Reversed-Phase-HPLC gemaS dem in Beispiel 12 be- 
schriebenen Verfahren isoliert. Es zeigte sich, da£ dieses 
Produkt an Streptavidinagarose bindet (J.M. Coull et al, 
aaO) . 

Die HPLC-Eluierbedingungen waren die folgenden: 

Puffer A = 100 mmol Triethylammoniumacetat eines pH-Werts 

von 6,8; 

Puffer B = Acetonitril/Wasser in einem Verhaltnis von 95/5; 
Gradient: 0 min (5% B) , 40 min (40% B) ; Stromungsgeschwin- 
digkeit =1,0 ml/min; Temperatur : 40 °C 

Beispiel 12 

Praparative Reinioruna vnn teilweise aeschutzten Oliaonucleo- 
tiden 

Oligonucleotide wurden durch eine im praparativen Mafistab 
durchgefuhrte HPLC gereinigt . ' Die Trennungen erfolgten mit 
Hilfe einer Delta Pak C18-300A-Flussigchromatographiesaule 
(Waters, Milford MA) einer Grofie von 7,8 mm x 300 mm. Der 
Saulenauslauf wurde in etwa 1 ml Fraktionen in 50 /il Diiso- 
propylethylamin und 50 fil nicht-gepuf f ertes 20 mmol Tris- 
(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) enthaltenden Rohrchen ge- 
sammelt. Die Produktf raktionen wurden im Vakuum zur Trockene 
eingeengt, worauf der Rucks tand in sterilem Wasser gelost 
und der Inhalt der Rohrchen vereinigt wurde. Das Material 
wurde abermals zur Trockene eingeengt, worauf der Ruckstand 
in sterilem Wasser gelost wurde. Aliquoten der in den Poly- 
mer as eke ttenreaktionen zu verwendenden Proben wurden auf 
eine Konzentration von 20 nmol/ml eingestellt. Die Eluierbe- 



dingungen fur praparative HPLC-Trennungen wurden fur die 
einzelnen Isolationen optimiert . 



Beispiel 13 

Mehrfachreinioung von teilweise geschutzten Oligonucleotide 
Eine Mehrfachreinigung ist als gleichzeitige Reinigung von 
zwei Oder mehr Verbindungen definiert. Da es moglich ist, 
den 5 ' -Terminus eines vollstandig geschutzten Oligonucleo- 
tids gemaE der Beschreibung in Beispiel 8 zu manipulieren, 
ist es auch moglich, die Affinitat des erhaltenen, teilweise 
geschutzten Oligonucleotids bezuglich eines Af f initatstra- 
gers im voraus zu bestimmen. Die Bindung von Alkylketten an 
dem Triphenylmethylderivat fuhrt zu selektiven Veranderungen 
der Affinitat der teilweise geschutzten Oligonucleotide be- 
zuglich der hydrophoben Trager. Der im allgemeinen bei der 
im praparativen Mafcstab durchgefuhrten Rever sed- Phase - 
Hochleistungsflussigchromatographie (HPLC) verwendete Trager 
ist ein C18-beschichtetes Siliciumdioxid, gegenuber dem Oli- 
gonucleotide eine geringe Affinitat aufweisen. 

Die Wirkung der Alkylkettenlange auf die Retention teilweise 
geschutzter Oligonucleotide wird gezeigt. In diesem Beispiel 
wurden Teile des die vollstandig geschutzte Sequenz 5 1 -TCC- 
CAGTCACGACGT -3' (aus Beispiel 7b) enthaltenden Harzes nach 
dem in Beispiel 8 beschriebenen Verfahren mit sieben ver- 
schiedenen Alkylaminen der allgemeinen Formel H 2 N(CH 2 ) n CH 3 
mit n = 2, 5, 7, 9, ii, 14 oder 17 behandelt. Die Harzali- 
quote wurden vermischt und mit Ammoniak gemaS der Beschrei- 
bung in Beispiel 10 behandelt. Fig. 3 ist die Reversed- 
Phase-HPLC-Analyse der Komponenten des Rohgemisches . Jedes 
der sieben teilweise geschutzten Oligonucleotide wurde von 
den anderen innerhalb einiger Minuten, bezogen auf die 
Grundlinie, getrennt, wobei die Produkte in der Reihenfolge 
zunehmender Alkylkettenlange eluierten. Die Identitat der ■ 
Peaks wurde durch Koeluieren mit unabhangig isolierten au- 
thentischen Proben bestatigt. 
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Die verwendeten HPLC-Bedingungen waren die folgenden: 
Puffer A = 100 mmol Triethylammoniumacetat eines pH-Werts 
von 6,8; 

Puffer B = Acetonitril/Wasser in einem Vernal tnis von 95/5; 
Gradient: 0 min (10% B) , 5 min (20% B) , 50 tnin (55% B) , 6o' 
min (60% B), 65 min (60% B) ; Stromungsgeschwindigkeit = 1,0 
ml /min; Tempera tur: 40°C 

In einem weiteren Beispiel einer Mehrf achreinigung wurden 
zwei teilweise geschutzte Oligonucleotide unterschiedlicher 
Lange und Sequenz gleichzeitig gereinigt. Dies erfolgte 
durch Deri vat isierung der verbindenden NHS-Estergruppe (L) 
zweier vollstandig geschtitzter Oligonucleotide mit Alkylket- 
ten unterschiedlicher Lange entsprechend dem in Beispiel 8 
beschriebenen Vorgehen. Ein 3 0 Monomereneinheiten aufweisen- 
des Polymer der Nucleotidsequenz 5 ' -AATTCATAAGGTAATTCAAAA- 
TGTTTGTCA-3 ' wurde mit 1-Aminodecan behandelt. Ein 24 Mono- 
mereneinheiten auf weisendes Polymer der Nucleotidsequenz 5 • - 
ACTCCCGGCCCCCGGGCCTCCACC -3- wurde mit 1-Aminohexan behan- 
delt. Es erfolgte eine im analytischen MaEstab durchgefuhrte 
HPLC der gemaS Beispiel 10 erhaltenen rohen, teilweise ge- 
schiitzteh Produkte. Die Hauptkomponerite des mit 1-Aminodecan 
derivatisierten, 30 Monomereneinheiten aufweisenden Polymers 
eluierte bei 33,8 min und umfaSte 60,6% der Probe gemafi Be- 
st immung durch Integration der Peakflachen. Die Hauptkompo- 
nente des mit 1-Aminohexan derivatisierten, 24 Monomerenein- 
heiten aufweisenden Polymers eluierte bei 24,0 min und um- 
faSte 58,8% der Probe gemaE Bestimmung durch Integration der 
Peakflachen. Diese beiden Hauptprodukte mit signifikant un- 
terschiedlichen Retentionszeiten wurden in einer gleichzei- 
tigen, im praparativen MaSstab durchgefuhrten Reinigung ge- 
maE Beispiel 12 hinsichtlich der Grundlinie getrennt. Eine 
Entfernung der 5 ' -terminalen modif izierten Schutzgruppe ge- 
maE Beispiel 14 lieferte die gereinigten, vollstandig ge- 
schiitzten Oligonucleotide, deren Identitat durch Koeluieren 
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mit unabhangig isolierten authentischen Proben bestatigt- 
wurde . 

Die analytischen HPLC-Eluierbedingungen waren die folgenden: 
Puffer A = 100 mmol Triethylammoniumacetat eines pH-Werts 
von 6,8; 

Puffer B = Acetonitril/Wasser in einem Verhaltnis von 95/5; 
Gradient: 0 min (10% B) , 5 min (20% B) , 50 min (55% B) , 60 
min (60% B) , 65 min (60% B) ; Stromungsgeschwindigkeit =1,0 
ml /min; Tempera tur.- 40 °C 

Die praparativen HPLC-Eluierbedingungen waren die folgenden: 
Puffer A = 100 mmol Triethylammoniumacetat eines pH-Werts 
von 6,8; 

Puffer B = Acetonitril/Wasser in einem Verhaltnis von 95/5; 
Gradient: 0 min (10% B) , 5 min (20% B) , 50 min (55% B) ; 
Stromungsgeschwindigkeit =3,0 ml/min; Temperatur: 60°C 

Beispiel 14 

Vollstandicre Entschutziing von t eilweise geschiitzten Ol iaonu- 
cleotiden 

War die vollstandige Entschutzung von modif izierten trityl- 
haltigen Oligonucleotiden gewunscht, wurden die Proben. zur 
Trockene eingedampft und in 100 /il einer 80%igen wafirigen 
Essigsaure gelost. Nach 2 h bei 0°C wurden die Proben zur 
Trockene eingedampft und in einem bekannten Volumen Wasser 
gel6st. 

Dieses Vorgehen erfolgte mit einer Halfte einer jeden der in 
Beispiel 9 beschriebenen, Aminogruppen enthaltenden Ver- 
gleichs-PCR-Primersequenzen. Dies fiihrte zu vollstandig ent- 
schutzten, nicht modif izierten (natiirlichen) Primern fur die 
in Beispiel 17 beschriebenen Polymerasekettenreaktionen. 



Eine vollstandige Entf ernung der 5 ' -terminalen modif izierten 
Tritylgruppe durch die waSrige Saure wurde durch Reversed- 
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Phase-HPLC untersucht. Eine Analyse des in Beispiel 9 be- 
schriebenen, gereinigten, teilweise geschutzten, mit 1,12- 
Diaminododecan modif izierten PCR-Primers 1 zeigte eine ein- 
zelne Verbindung, die bei 30,7 min eluierte. Nach einer Sau- 
rebehandlung verblieb kein Ausgangsmaterial und es wurde ein 
dem vollstandig entschutzten Oligonucleotid entsprechender 
einzelner Peak beobachtet, der bei 15,5 min eluierte. 

Die HPLC-Analysebedingungen waren die folgenden: 

Puffer A = 100 nimol Triethylammoniumacetat eines pH-Werts 

von 6,8; 

Puffer B = Acetonitril/Wasser in einem Verhaltnis von 95/5; 
Gradient: 0 min (5% B) , 50 min (60% B) ; Stromungsgeschwin- 
digkeit = 1,0^1 /min; Temperatur: 40 °C 

Beispiel 15 

Fur PCR-Reakti onen verwendete Bedinauna^n - 

Die Polymerasekettenreaktionen (PCR) umfafcten 200 pi 50 mmol 
KC1, 10 mmol Puffer (Tris, pH-Wert 8,3 oder N-2-Hydroxy- 
ethylpiperazin-N' -2-hydroxypropansulf onsaure (Heppso) , pH- 
Wert 8,7 wie angegeben) , 1,5 mmol MgCl 2 und 200 mmol jeweils 
dNTP mit 10 Einheiten Amplitaq™ DNA- Polymerase, 200 pmol 
eines jeden Primers und 2 bis 20 fmol Bakteriophagen Lambda 
DNA-Matrize. Zur Vervollstandigung von insgesamt 30 Vermeh- 
rungszyklen pro Probe bediente man siclx jeweils zweier 
unterschiedlicher Vermehrungszyklusprotokolle fur 15 Wieder- 
holungen. Der Zyklus fur die ersten 15 Wiederholungen be- 
stand aus 15 s bei 96°C, 15 s bei 65°C und 30 s bei 72 °C + 2 
s pro Zyklus Verlangerung . Der Zyklus fur die zweiten 15 
Wiederholungen bestand aus 15 s bei 96 °C, 15 s bei 55 °C und 
60 s bei 72°C + 2 s pro Zyklus Verlangerung. 

Beispiel 16 

Herstel luna von Streptavidinacrarose 

Streptavidinagarose (Gibco BRL, Bethesda MD) wurde vor Ver- 
wendung behandelt. Die Agarose wurde dreimal mit 200 pi 150 
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mmol NaCl, 10 mmol NaH 2 P0 4 eines pH-Werts von 7,2 mit 0,05% 
NaN 3 und 10% Acetonitril gewaschen. Das Harz wurde anschlie- 
fiend mit einem 25 /il Aliquot 0,5 M NaCl in 80%iger wafiriger 
Essigsaure, die 0,5% (g/v) Aminoethanthiolhydrochlorid ent- 
hielt, gewaschen, worauf 100 /zl dieser Losung mit der Strep- 
tavidinagarose wahrend 1 h reagieren geiassen wurde. Das 
Harz wurde abermals dreimal mit 100 /xl 150 mmol NaCl, 10 
mmol NaH 2 P0 4 eines pH-Werts von 7,2, das 0,05% NaN 3 enthielt 
und 10% Acetonitril gewaschen. 

Beispiel 17 ' 

Affinitatsrei nicruna und Isolieruna von PCR-vermehrten 
Nucleinsauren 

Die Verwendung von 5 f -modif izierten Oligonucleot.iden zur 
Reinigung vpn Polymerasekettenreaktionsprodukten wurde de- 
monstriert. Ein 500 Basepaare umfassendes Segment einer *Bak- 
teriophagen Lambda-DNA wurde unter Verwendung verschiedener 
Kombinationen von biotinylierten oder naturlichen (nicht mo- 
dif izierten) Primern vermehrt. Es wurde gezeigt, da6 die 
Vermehrungsprodukte der Reaktionen mit den biotinylierten 
Primern durch den Streptavidinagarosetrager selektiv festge- 
halten wurden. Ein Einwirkenlassen von Bedingungen, von 
denen bekannt ist, daS die 5 1 -biotinylierte Tritylgruppe von 
der DNA abgespalten wird, auf die Trager fiihrte zu einer Ge- 
winnung des 500 Basepaare umfassenden Fragments in seiner 
nicht modif izierten Form. 

PCR-Reaktionen wurden gemafi der Beschreibung in Beispiel 15 
unter Verwendung der Vergleichs-PCR-Primer 1 und 2 und Bio- 
PCR-Primer 1 und 2 aus Beispiel 9 durchgef uhrt . Tabelle 4 
beschreibt die verschiedenen Kombinationen aus Primern und 
Bedingungen, die fur die einzelnen Reaktionen verwendet wur- 
den . 
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Tabelle 4 

Fur die PCR-Reaktion verwendete Primer und Bedingungen 



Reaktion 



Primer 



Puffer 



Polymerase 



1 Vergleichs-PCR-Primer 1 
Vergleichs-PCR-Primer 2 

2 Vergleichs-PCR-Primer 1 
Vergleichs-PCR-Primer 2 

3 Vergleichs-PCR-Primer 1 
Vergleichs-PCR-Primer 2 

4 Vergleichs-PCR-Primer 1 
Vergleichs-PCR-Primer 2 

5 Bio- PGR -Primer 1 
Vergleichs-PCR-Primer 2 

6 ' Vergleichs-PCR-Primer 1 
Bio-PCR-Primer 2 

7 Bio-PCR-Primer 1 
Bio-PCR-Primer 2 



Tris 

Heppso 

Tris 

Heppso 

Heppso 

Heppso 

Heppso 



Nach der Vermehrung wurde ein Teil einer jeden PCR-Reaktion 
(50 ^1 mit vorbehandelter (vgl. Beispiel 16) Streptavidin- 
agarose (100 fil) 30 min inkubiert. Am Ende der Inkubation 
wurde der Uberstand entfernt und die Streptavidinagarose 
zweimal mit 100 fil 150 mmol NaCl, 10 mmol NaH 2 P0 4 eines pH- 
Werts von 7,2, das 0,05%*NaN 3 enthielt, und 10% Acetonitril 
(im folgenden als Streptavidinpuf f er bezeichnet) gewaschen. 
Die Waschlosungen wurden mit dem Uberstand vereinigt. Diese 
Proben sind der "Tragerausf luE" und enthalten beliebiges 
Material, das nicht an den Streptavidintrager bindet. Die 
Streptavidinagarose wurde abermals zweimal mit 100 fil Strep- 
tavidinpuf fer gewaschen, worauf diese Aliguote verworfen 
wurden . 



Das durch den Biotintrityll inker an die Streptavidinagarose 
gebundene Material wurde anschliefiend durch tfinwirkenlassen 
von Saure auf den Trager gewonnen. Ein 25 fil Aliquot von 0,5 
M NaCl in 80%iger wafiriger Essigsaure wurde durch das Harz- 
bett hindurchgewaschen und aufgefangen. Das Harz wurde an- 
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schlieSend 2 h mit 100 fil 0,5 M NaCl in 80%iger waEriger Es- 
sigsaure bei 4°C behandelt. Der Uberstand wurde gewonnen und 
mit der ursprunglichen Saurewaschlosung vereinigt. Der Tra- 
ger wurde abermals dreimal mit 100 fil einer Losung, die 0,25 
5 mmol Tris eines pH-Werts von 9,0, 0,15 mmol NaCl und 0,05% 

Natriumazid (g/v) in Wasser/Acetonitril mit einem Verhaltnis 
von 8/2 (v/v) enthielt, gewaschen. Die Sauref raktionen und 
Waschlosungen wurden vereinigt und im folgenden als 
"Saureausflufi" -Proben bezeichnet. Diese Proben enthielten 
10 Material, das von dem Trager durch Bedingungen, von denen • 
bekannt ist, dag sie die Trityletherbindung spalten,- ent- 
fernt werden kann. 
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Um zu zeigen, dafi eine selektive Adsorption und Wiedergewin- 
nung biotinylierter, durch PCR gebildeter DNA-Fragmente er- 
reicht wurde, wurden die PCR-Reaktionen, die "Trageraus- 
flu£« -Proben und die "SaureausfluS"- Proben durch Gelelektro- 
phorese analysiert. Vor der Analyse wurden die "Trageraus- 
flufi" -Proben und "Saureausf luS"-Proben zur Trockene ein- 
geengt und in 50 fil sterilem Wasser gelost. Salz und uber- 
schiissiger Primer wurden durch Applizieren einer jeden Probe 
auf eine Sephadex G-50-Spinnsaule in der vom Hers teller be- 
schriebenen Weise (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) 
entfernt. Diese Proben wurden abermals zur Trockene ein- 
25 gedampft und in 50 nl sterilem Wasser gelost. 10 ^1 Aliquote 
wurden anschlieSend auf ein 2% Agarose -Elektrophoresegel 
appliziert und direkt mit den PCR-Reaktionsprodukten vergli- 
chen. 

Fig. 4 ist eine Photographie des mit Ethidiumbromid ange- 
farbten Elektrophoresegels, das aus der Analyse verschiede- 
ner Proben erhalten wurde. 

Die Spuren A und B enthalten Aliquote der Vergleichs-PCR- . 
Reaktionen l und 2, in denen alle Komponenten der Reaktionen 
gemafi Beschreibung in Beispiel 15 mit Ausnahme der Polymera- 
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se zugesetzt worden waren. Wie erwartet wird keine Vermeh- 
rung f estgestellt . Die Spuren C und T enthalten einen im 
Handel erhaltlichen DNA-Gr6£e (size) -Marker (123 bp DNA Mar- 
ker, Gibco BRL, Bethesda, MD) . Spur I enthalt einen weiteren 
im Handel erhaltlichen DNA-Grofie (size) -Marker (DNA Marker 
V, Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) . 

Die Spuren D-H enthalten jeweils die PCR-Produkte aus den 
Reaktionen 3-7 der Tabelle 4. In jedem Fall ist eine gut de- 
finierte Bande vorhanden, die dem 500 Basepaare umfassenden 
DNA-Fragment entspricht. Dadurch wird gezeigt, daS mit den 
verschiedenen Kombinationen aus Puffern und nicht modifi- 
zierten oder biotinylierten Primern eine wirksame Vermehrung 
erf olgte . 

Eine Materialanalyse des "Tragerausflusses" ist in den Spu- 
ren J-N dargestellt, die den Reaktionen 3-7 entsprechen. Die 
Anwesenheit der Banden in den Spuren J und K zeigt, daS Ver- 
mehrungsprodukte aus' Reaktionen, die nicht modifizierte Pri- 
mer enthalten, durch die Streptavidinagarose nicht festge- 
halten werden. Die Abwesenheit oder deutliche Abnahme des 
Fragments in den Spuren L-N (aus den Reaktionen 5-7) zeigt, 
dafi von den biotinylierten Tritylprimern herrvihrende DNA vom 
Trager gebunden wird. 

Eine Wiedergewinnung gebundener, biotinylierter Fragmente 
wurde durch Saurebehandlung der an den Trager gebundenen 
DNA, wie in den Spuren O-S (aus den Reaktionen 3-7) gezeigt, 
erreicht. Die Spuren 0 und P entsprechen dem Saureausf luS, 
der von den Reaktionen 3 bzw. 4 herruhrt. Es ist keine DNA 
vorhanden, da diese Reaktionen nicht modifizierte Primer 
enthielten und somit keine DNA an der Streptavidinagarose 
gebunden war. Die Spuren Q-S enthalten den Saureausf luS aus 
den Reaktionen 5-7. Die Anwesenheit des 500 Basepaare umfas- 
senden Fragments in den Spuren Q-S zeigt, daS die 5' -modifi- 
zierte, an den Trager gebundene DNA durch Einwirkenlassen 
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von Bedingungen, von denen bekannt ist, dafi die modif izierte 
Tritylgruppe gespalten wird, auf den Trager gewonnen werden 
kann. 

5 Aguivalente 

Der Fachmann auf dent einschlagigen Fachgebiet erkennt Oder 
ist lediglich unter Verwendung von Rout ineexperimen ten in 
der Lage, zahlreiche Aguivalente der speziellen Ausfuhrungs- 
formen der hier beschriebenen Erfindung aufzufinden. Diese 
10 und alle anderen Aguivalente sollen von den f olgenden An- 
spruchen umfaEt sein. 
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Patentanspruche 



1 . Verbindung der Formel : 

L-P.-C* 

worin bedeuten: 

C* ein naturliches Produkt, Biopolymer Oder Synthon fur 
ein Biopolymer oder naturliches Produkt, 
P eine an eine funktionelle Gruppe von C* gebundene 
Schutzgruppe, die von der geschiitzten f unktionellen 
Gruppe unter derartigen Bedingungen, daS die funktionel- 
le Gruppe regeneriert wird, entfernt werden kann, uhd 
L eine Funktionalitat zur Bindung einer modif izierenden 
Einheit an P, vorausgesetzt, daS L nicht fur eine 
Phenol (hydroxy 1) gruppe oder eine Arylaminogruppe steht. 

2. Verbindung nach Anspruch 1, wobei C* aus der Gruppe 
Nucleoside, Nucleotide, Oligonucleotide, Nucleinsauren, 
Aminosauren, Peptide, Proteine, Monosaccharide, Oligo- 
saccharide, Kohlenhydrate, Lipide, Steroide und 
Alkaloide ausgewahlt ist. 

3. Verbindung nach Anspruch 1, wobei P fur eine Schutzgrup- 
pe steht, die aus der Gruppe Trityl, 4-Monomethoxytri- 
tyl, 4, 4 1 -Dimethoxy trityl, 9-Phenylxanthen-9-yl, 

9 - Fluor enylme thy loxycarbonyl , tert . -Butoxycarbonyl , 
Benzyl, Benzyl oxycarbonyl , Alkoxybenzyl , Benzyloxy- 
ntethyl, Alkoxymethyl, Alkylsilyl, Arylsilyl, Benzoyl, 
Phenoxyacetyl und Alkoxyacetyl ausgewahlt ist, wobei P 
gegebenenf alls substituiert sein kann. 
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4. Verbindung der Formel : 

M-L-P-C* 

worin bedeuten: 

C* ein natiirliches Produkt, Biopolymer oder Synthon fur 
ein Biopolymer oder naturliches Produkt, 
P eine an eine funktibnelle Gruppe von C* gebundene 
Schutzgruppe, die von der geschutzten funktionellen 
Gruppe unter derartigen Bedingungen, da£ die funktionel- 
le Gruppe regeneriert wird, entfernt werden kann, 
M eine modif izierende Einheit, die aus der Gruppe 
Nachweismarkierungen, biologisch aktive Molekiile und 
Verbindungen zur Unterstiitzung einer Reinigung oder 
Immobilisierung von C* ausgewahlt ist, vorausgesetzt , 
dafi M nicht fur 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) , 
Levulinoyl oder 4, 5-Dichlorphthalimido steht, und 
L eine Funktionalitat zur Bindung von Man P, vorausge- 
setzt, dafi L nicht fur eine Phenol (hydroxyl ) gruppe oder 
eine Arylaminogruppe steht. 

5. Verbindung nach Anspruch 4, wobei C* aus der Gruppe 
Nucleoside, Nucleotide, Oligonucleotide, Nucleinsauren, 
Aminosauren, Peptide, Proteine, Saccharide, Oligo- 
saccharide, Kohlenhydrate, Lipide, Steroide und 
Alkaloide ausgewahlt ist. 

6. Verbindung nach Anspruch 4, wobei M aus der Gruppe 
Radioisotope, Fluorophore, lumineszierende Verbindungen, 
chemilumineszierende Verbindungen, Biotine, Peptide, 
Proteine, Nucleoside, Nucleotide, Oligonucleotide, 
Nucleinsauren, Saccharide, Oligosaccharide, Kohlen- 
hydrate und Polymere ausgewahlt ist. 



- 3 - 



7. Verbindung nach Anspruch 4, wobei P fur eine Schutzgrup- 
pe steht, die aus der Gruppe Trityl, 4-Monomethoxytri- 
tyl , 4,4' -Dimethoxytrityl , 9-Phenylxanthen-9-yl , 

9 - Fluorenylmethyloxycarbonyl , t er t . -Butoxycarbonyl , 
Benzyl, Benzyl oxycarbonyl, Benzyl oxymethyl, Alkoxycarbo- 
nyl, Alkoxymethyl, Alkylsilyl, Arylsilyl, Benzoyl, 
Phenoxyacetyl und Alkoxyacetyl ausgewahlt ist, wobei P 
gegebenenf alls substituiert sein kann. 

8. Verbindung der Formel: 




worin A' x bis A' 1S gleich oder verschieden sind und aus 

der Gruppe H, R, OR, Z und L ausgewahlt sind, vorausge- 

setzt, dafi miiidestens eine Gruppe L vorhanden ist, 

R fur eine Alkylgruppe mit 1 bis 20 Kohlenstof f atom(en) , 

die gegebenenf alls ein Heteroatom enthalten kann, oder 

ein substituiertes oder nicht substituiertes Aryl steht, 

Z -(CH 2 ) n C(0)OH, -(CH a ) n S0 3 H, -(CH 2 ) n N0 2 , -(CH,)^, 

-(CH 2 ) n OH, -(CH,)^ und -<CH 2 ) n SH bedeutet, wobei 

n eine ganze Zahl von 0 bis 20 bedeutet, vorausgesetzt , 

da£ bei n = 0 Z fur eine von OH oder -NH 2 verschiedene 

Gruppe steht, 

L -(CH 2 ) n C(0)W, -(CH 2 ) n S0 2 W, - (CH 2 ) n W darstellt, wobei n 

fur eine ganze Zahl von 0 bis 20 steht, und 

X eine aus CI, Br, I und BF 4 ausgewahlte Abgangsgruppe 
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bedeutet und 

W aus der Gruppe CI, Br, I, -NCS, -NCO ausgewahlt i 
9. Verbindung der Formel: 




worin A' x bis A' u gleich Oder verschieden sind und aus 
der Gruppe H, R, OR, z und L ausgewahlt sind, vorausge- 
setzt, da£ niindestens eine Gruppe L vorhanden ist, 
R eine Alkylgruppe mit 1 bis 20 Kohlenstof f atom(en) , die 
gegebenenfalls ein Heteroatom enthalten kann, oder ein 
substituiertes oder nicht substituiertes Aryl bedeutet 
Z -(CH 3 ) n C(0)OH, -(CH 2 ) B S0 3 H, -(CH 2 ) n N0 2 , -<CH 2 ) n CN, 
-(CH 2 ) n OH, -(CH 2 ) n NH 2 und -(CH 2 ) n SH darstellt, wobei n 
fur eine ganze Zahl von 0 bis 20 steht, 
L -<CH 2 ) n C(0)W, -(CH 2 ) n S0 2 W, - (CH 2 ) n W entspricht, wobei 
n fur eine ganze Zahl von 0 bis 20 steht, und 
W aus der Gruppe CI, Br, I, -NCS, -NCO, 

O N ° jj 

o o pW 



ausgewahlt ist und 

D i~ D s gleich oder verschieden sind und aus H, F, CI, Br 
I, N0 2 und CN (ausgewahlt sind) . 

10. Verbindung nach Anspruch 9, wobei C* ein Nucleosid der 
Formel : 

— 0-1 „ B 



■ K G 



worin B fur eine Nucleosidbase stent, die durch .eine 
eliminierbare Basenschutzgruppe geschvitzt sein kann, 
G H, OH, OR, 



0 
\ 

R l 



bedeutet, 
K H, OH, 



° ? ? 

i ^ 0=P-OR 0=P-CR 

OH OR 



» I I 

o o o 

KD- P -N^ R 0=P-H 0=P-OH 

R OH OH 
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entspricht uhd 

R fur eine Alkylgruppe mit 1 bis 20 Kohlenstoffatom(en) , 
die gegebenenfalls ein Heteroatom enthalten kann, oder 
ein substituiertes oder nicht substituiertes Aryl steht, 
bedeutet . 

11. Verfahren zur reversiblen Modif izierung eines natur- 

lichen Produkts, Biopolymers oder Synthons fur ein natur- 
liches Produkt oder Biopolymer, umfassend die folgenden 
Schritte: 

a) Kuppeln eines naturlichen Produkts, Biopolymers oder 
Synthons an eine Schutzgruppe der Formel: • 

L-P 

worin P fiir eine Schutzgruppe zum Schutz einer funk- 
tionellen Gruppe des naturlichen Produkts, Biopoly- 
mers oder Synthons fur ein natiirliches Produkt oder 
Biopolymer steht, die von der geschutzten funktionel- 
len Gruppe unter derartigen Bedingungen, daS die funk- 
tionelle Gruppe regeneriert wird, entfernt werden 
kann, L eine Funktionalitat zur Bindung einer modifi- 
zierenden Einheit an P bedeutet, und 

b) Kuppeln einer modif izierenden Einheit an L. 

12. Verfahren zur reversiblen Modif izierung eines Polynucleo- 
tids, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Kuppeln eines modif iziert en geschutzten Nucleosid- 
beta-cyanoethylphosphoramidits an eine 5'-terminale 
Hydroxylgruppe des Polynucleotids, wobei das Nucleo- 
sidphosphoramidit der folgenden Struktur eiitspricht- 

K G 
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worin P fur eine Nucleosidschutzgruppe zum Schutz der 
5'-Hydroxylgruppe steht, die unter derartigen Bedin- 
gungen, dafi die 5 • -Hydroxylgruppe regeneriert wird, 
entfernt werden kann, 

L eine Funktionalitat zur Bindung einer tnodif izieren- 
den Gruppe bedeutet, 

B eine Nucleosidbase darstellt, die durch eine elimi- 
nierbare Schutzgruppe geschutzt werden kann, 
G H, OH, OR, 

bedeutet , 
K H, OH, 

I 

0 
l 

R 

I 

0 
l 

o 



I 

o 

0=P-H 
OH 



I 

0 

0=P-QH 
OH 



i 

0 

0=P-OR 
OH 



I 

0 
I 

O=P-0R 
OR 



entspricht und 

R fur eine Alkylgruppe mit l bis 20 Kohlenstoff- 
atom(en), die gegebenenf alls ein Heteroatom enthalten 
kann, oder ein substituiertes Oder nicht substituier- 
tes Aryl steht, und 

b) Kuppeln einer modif izierenden Einheit an L. 
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